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RESUMO

COBRE EM SOLOS CULTIVADOS COM HORTALICAS NO RIO GRANDE DO
SUL E EFEITOS DE CONCENTRACOES EM PLANTAS DE BETERRABA E
REPOLHO

AUTOR: Odair José Schmitt
ORIENTADOR: Jerénimo Luiz Andriolo

O presente trabalho objetivou diagnosticar os teores de cobre presentes em solos de areas de
cultivo de hortalicas em diferentes regides do estado do Rio Grande do Sul, inferir sobre o
potencial de contaminacdo ambiental, estimar o potencial de toxidez do Cu sobre parametros
morfologicos, fisioldgicos, bioquimicos e no crescimento de plantas de beterraba e repolho e
também o risco a salde humana associado ao consumo destas hortalicas. Os solos foram
amostrados para determinar os teores de Cu soltvel, disponivel e total em areas sob cultivo
protegido (CP), cultivo a campo aberto (CA) e em area ndo antropizada (CN) (Estudo 1). Para
a determinacdo do acumulo de Cu nos tecidos de plantas de beterraba e repolho e seu
potencial de toxidez, dois experimentos foram realizados empregando um sistema sem solo
com solugdes nutritivas contendo concentracdes de Cu de 0,02; 0,27; 0,52; 0,77 e 1,02 mg Cu
L™ (Estudo 2) e de 0,00; 0,52; 1,02; 1,52; 2,02 e 2,52 mg Cu L™ (Estudo 3). Os teores de Cu
na solucdo do solo, na fragdo disponivel e total em &reas de CA e CP foram maiores em
relacdo a CN. Os teores de Cu presentes nos diferentes tecidos da parte aérea de ambas as
espécies e nas raizes tuberosas da beterraba aumentaram com as concentracdes de Cu da
solucdo nutritiva, atingindo niveis fitotoxicos. Pode haver riscos a salde humana a partir do

consumo in natura de raizes tuberosas de beterraba e de cabegas de repolho.

Palavras-chave: Hortalicas. Cultivo protegido. Metais pesados. Beta vulgaris L. Brassica
olearaceae var. capitata.






ABSTRACT

COPPER IN SOILS CULTIVATED WITH VEGETABLES IN RIO GRANDE DO SUL
AND EFFECTS OF CONCENTRATIONS ON BEET AND CABBAGE PLANTS

AUTOR: Odair José Schmitt
ORIENTADOR: Jer6nimo Luiz Andriolo

The objective of this work was to make a diagnosis of copper content in soils nowadays used
for horticultural crops in different regions of Rio Grande do Sul state, to infer about its
potential environmental contamination, its potential toxicity on morphological, physiological,
biochemical and growth parameters of beet and cabbage plants, and health risks associated
with the consumption of these vegetables. Soils were sampled for determinations of soluble,
available and total Cu levels in protected cultivation (CP), open field (CA) and non-
anthropogenic (CN) areas (Studyl). To determine Cu accumulation in different tissues of beet
and cabbage plants and its potential toxicity , two experiments were carried out using a soiless
experimental set-up with nutrient solutions containing Cu concentrations of 0,02; 0.27; 0.52;
0.77 and 1.02 mg Cu L™ (Study 2) and 0.00; 0.52; 1.02; 1.52; 2.02 and 2.52 mg Cu L™ (Study
3). The Cu contents in soil solution, available and total fractions in areas of CA and CP were
higher than in CN. The Cu contents in shoot tissues of both species and in beet taproots
increased with Cu concentrations in the nutrient solution, reaching phytotoxic levels. Health
risks might face from in natura consumption of beet taproots and cabbage.

Key-words: Vegetables. Protected cultive. Heavy metals. Beta vulgaris L. Brassica

olearaceae var. capitata.
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1 INTRODUCAO GERAL

O cenario de aumento da populacdo mundial, que atualmente estd em 7,6 bilhdes de
pessoas e deve chegar aos 8,6 bilhdes em 2030. A populacéo brasileira que ultrapassou os 209
milhGes de pessoas, com expectativa de atingir o pico populacional em 2047 com 232,8
milhdes de habitantes (ONU, 2017). Esse cenério dara um impulso ainda maior no contexto ja
existente quanto a necessidade da producdo escalar e massiva de alimentos e também, a
intensificacdo do uso dos recursos naturais do planeta, da geracdo de residuos e possiveis
aumentos nas contaminagdes da agua, do ar e do solo.

O tema tem trazido a necessidade da criacdo de legislacbes e parametros para o
monitoramento e avaliacdo dos teores de metais pesados adicionados aos diferentes
ambientes. Para o cobre (Cu), em areas exploradas pela agricultura, a legislacdo ambiental
brasileira estipulou valores referenciais baseados na concentragéo total de Cu no solo, sendo
de 60 mg Cu kg™ de solo para a prevencdo (VP) e de 200 mg kg’para investigacdo (V1)
(CONAMA 2009). No entanto, o teor total de Cu presente em um solo, geralmente nédo
apresenta uma relacdo direta com o Cu absorvido e acumulado pelas plantas (MIOTTO et al.,
2014).

Com a demanda atual e crescente por alimentos e a busca de producdo em escala, 0
uso de insumos também é intensificado, sejam eles de origem orgéanica ou inorgénica,
acarretando uma maior introducdo de elementos considerados nutrientes nos ecossistemas
agricolas. Esses poderdo tornar-se problematicos e passar a serem considerados
contaminantes, quando os teores acumulados tornarem-se excessivos no solo e nos
mananciais hidricos. Em solos agricolas, as adi¢cfes de metais pesados como o Cu tendem a
aumentar devido a intensificacdo da destinacdo de lodo de esgoto, emprego de fertilizantes
organicos e minerais, assim como agrotdxicos. Solos quando apresentam altos teores de
Cusofrem diversos efeitos prejudiciais, podendo resultar em prejuizos ao crescimento e a
produtividade de culturas agricolas, como ja observado em areas de videira (BRUNETTO et
al. 2018; COMIN et al., 2018). Além disso podem potencializar danos a saude de seres
humanos pela introducdo deste metal pesado, de efeito acumulativo, na cadeia trofica, a partir
da sua absorcao e acimulo em partes comestiveis das plantas.

Na olericultura, aplica¢bes de adubacdo quimica e organica sdéo comuns (ANDRIOLO,
2017), assim como o emprego de fungicidas ctpricos (SILVA et al., 2016). O uso frequente e
sucessivo de insumos que contém Cupode ocasionar 0 seu acimulo no solo, pois 0 mesmo,

sob condi¢bes normais, é demandado e absorvido em quantidade reduzida pelas plantas. Esse
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acumulo pode ser favorecido em ambientes como o cultivo protegido, que restrinjam a acdo
de mecanismos de dissipacdo (lixiviagdo, erosdo, etc.). Diversos estudos demonstram
acumulo de Cu em solos de areas de cultivo protegido nos EUA (DIETRICH et al., 2001) e,
principalmente na China (ZHANG et al., 2011; YANG et al., 2014; HU et al., 2017; WHANG
etal., 2017).

Pesquisas para determinagdo de concentracbes de metais pesados potencialmente
toxicos presentes no solo vem sendo realizadas e alguns problemas decorrentes dos efeitos
toxicos do Cusobre as plantas tém sido reportados. De maneira geral cita-se: alteracdes nos
parametros morfoldgicos, fisiologicos e bioquimicos, o0s quais geralmente estdo
acompanhados de reducdes do crescimento e da producdo e/ou acumulo excessivo do
elemento nas partes comestiveis, usadas na alimentacdo humana. No entanto, resultados de
pesquisas sobre as concentracdes criticas e teores de Cu considerados toxicos para hortalicas
nos diferentes solos séo escassos e dificeis de serem obtidos a partir de experimentos com Cu
realizados no solo. Isso esta relacionado aos diversos fatores que influenciam a dindmica do
Cu no solo, dificultando a determinacdo de relacBes diretas entre a concentracdo total desse
elemento no solo e sua absorcdo por plantas. Uma dificuldade adicional decorre da grande
variedade de espécies de hortaligas cultivadas, com diferentes habitos de crescimento e
desenvolvimento.

Pesquisas para o estabelecimento de teores de Cu nos solos e das concentragdes
criticas e toxicas as plantas sdo fundamentais, pois além dos teores de Cu elevados serem
agentes contaminantes dos recursos naturais, podem afetar a qualidade e seguranca alimentar.
Dessa forma, sdo necessarios o conhecimento e o monitoramento dos teores presentes no solo
e nas hortalicas cultivadas, pois 0 consumo dessas plantas € uma das formas como o metal é
introduzido na cadeia alimentar.

O presente trabalho trds determinacdes e avaliagdes dos teores de cobre presentes em
solos de areas de cultivo de hortaligas em diferentes regides do estado do Rio Grande do Sul,
inferire sobre o potencial de contaminacdo ambiental, estima o potencial de toxidez do Cu
sobre parametros morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos e crescimento de plantas de

beterraba e repolho e também risco a saude humana associado ao consumo destas hortaligas.

1.2 HIPOTESES

i) Os teores de cobre presentes nos solos de areas de cultivo convencional e protegido

de hortalicas estdo sendo incrementados pelos cultivos sucessivos e estdo acima dos
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respectivos Valores de Referéncia de Qualidade dos solos (VRQs) para as cinco regioes
geomorfoldgicas do Estado do RS, indicados pela portaria N° 85 emitida pela FEPAM e
publicada no DOE de 05/09/2014;

i) aumentos das concentracdes de Cu na solucdo nutritiva afetam parametros
morfolégicos e bioquimicos das plantas de beterraba e repolho;

iii) elevadas concentracdes de cobre na solugdo nutritiva reduzem o crescimento e a
produtividade das hortalicas, e aumentam as concentracdes e acumulos de Cu nos érgdos das

plantas, que poderdo trazer riscos a satde dos consumidores.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

O objetivo geral é determinar os teores de cobre em solos cultivados com hortalicas e
inseridos nas cinco regides geomorfoldgicas do RS, constantes na Portaria N° 85 (FEPAM,
2014), e determinar os efeitos do Cu sobre parametros morfolégicos e bioquimicos das
plantas de repolho e 0 Cu acumulado nos diferentes 6rgéos das plantas de beterraba e repolho
e desta forma inferir sobre o risco potencial a sdude humana associado ao consumo da raiz

tuberosa da beterraba e a cabeca do repolho.

1.3.2 Objetivos especificos

i) diagnosticar os teores e a labilidade do Cu presente em solos de areas cultivadas
com hortalicas a campo aberto e em ambientes protegidos;

ii) avaliar o efeito de concentracbes de Cu na solucdo nutritiva sobre parametros
morfologicos e fisiologicos em plantas de beterraba e repolho, e o risco potencial da sua

ingestdo a salde humana.

iii) avaliar parametros morfologicos e bioquimicos em plantas de beterraba e repolho

cultivadas em solugéo contendo Cu.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PRODUCAO DE HORTALICAS

A producéo brasileira de hortalicas € extremamente relevante nas esferas econémica,
social, nutricional e para a saude. Na economia, a producdo de hortalicas esta entre 0s
segmentos mais destacados no agronegocio brasileiro, representa cerca de 6% do PIB
agropecuario nacional, com area estimada de cerca de 800 mil hectares e volume de producéo
em torno de 23 milhGes de toneladas, contemplando mais de uma centena de espécies
cultivadas em todas as regides do pais (CNA, 2016; ANUARIO, 2017). O cultivo comercial
de hortalicas possibilita a geracdo de grande numero de empregos, principalmente no setor
primario, devido a elevada necessidade de mdao-de-obra desde a semeadura até a sua
comercializagio (SILVA; COSTA, 2010). E estimada a geracio de 3 a 6 empregos diretos e
um numero semelhante de empregos indiretos, para cada hectare de hortalicas cultivado
(SEBRAE NACIONAL, 2015).

A regido Sudeste do Brasil é a maior produtora e, devido a maior concentracao da
populagdo, é também a maior consumidora de hortalicas (ANUARIO, 2017). Os principais
estados produtores de hortalicas a nivel nacional sdo Séo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Parana e Rio Grande do Sul (Tabela 1). Espirito Santo e Santa Catarina representam cerca de
5% do total, cada um. Com indices préximos de 4% estdo Bahia, Ceara, Pernambuco eGoias,
enquanto que o Distrito Federal contribui com 2% da producio nacional (ANUARIO, 2017).

Tabela 1 - Participacdo dos principais estados na producdo nacional de hortaligas.

Estados Participacdo (%)
Séo Paulo 20,7
Minas Gerais 13,9
Rio de Janeiro 13,2
Parana 8,5
Rio Grande do Sul 6,0

Elaborado pelo autor. Fonte: Anudrio 2017.
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No Brasil, a atividade de cultivo de hortalicas tem como uma de suas caracteristicas,
ser realizada predominantemente em pequenas propriedades, geralmente localizadas nas
proximidades dos grandes centros urbanos e consumidores, e com cultivo predominante no
solo (FILGUEIRA, 2012; TELLES, 2016; ANDRIOLO, 2017). A producéo de hortalicas no
pais sofre com problemas climéaticos como excesso de chuvas, frio e geada na regido Sul e
calor e estiagem no Nordeste. Nos estados do Sul, no ano de 2016, as perdas devido as baixas
temperaturas e geadas chegaram a 30% nas hortalicas cultivadas em campo aberto. Nessas
regides, esses eventos justificam e impulsionam a adocédo de sistemas de producdo em cultivo
protegido (CNA, 2016; ANDRIOLO, 2017).

2.2 CONSUMO DE HORTALICAS NO BRASIL

O consumo per capita de hortalicas no Brasil é de cerca de 50 g dia™ (IBGE, 2011;
CANELLA et al., 2018). Apesar do consumo per capita de hortalicas ainda ser inferior ao
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude, que recomenda consumo minimo per
capita de 400 gramas de frutas e hortalicas por dia (WHO, 2003), esse vem aumentado ao
longo dos ultimos anos. Tal avanco é reflexo das pesquisas que demonstram seus beneficios a
salide, associada a uma maior conscientizacdo da populacdo em busca de uma dieta alimentar
mais rica, balanceada e saudavel (TELLES, 2016). As hortalicas, por serem étimas fontes de
sais minerais, vitaminas e fibras, substancias essenciais ao organismo humano, devem ser
ingeridas diariamente, pois auxiliam na digestdo e favorecem o funcionamento de diversos
orgdos (FILGUEIRA, 2012; CANNELA et al., 2018). Por também apresentarem baixo teor
caldrico, o habito de consumir esses alimentos auxilia na prevencdo da obesidade e dos
diversos riscos a ela associados (LANA; TAVARES, 2010). Diversas propriedades
nutracéuticas das hortalicas tém sido confirmadas em estudos, dentre elas destacam-se o
sulforafane em brdcolis, quercetina na cebola, licopeno no tomate e flavonoides no morango
(MACHADO, 2008).

No entanto, os efeitos benéficos a elas atribuidas somente serdo expressos quando
essas estiverem livres de agentes toxicos aos consumidores (SLAVIN; LLOYD, 2012).
Diante do cenério de aumento do consumo de hortali¢as e suas motivacdes, os produtores de
hortalicas sdo desafiados a aumentar sua produtividade (quantidade), mas também s&o
responsaveis por ofertar produtos que promovam os beneficios nelas buscados (qualidade), e
tudo isso deve estar aliado a sustentabilidade de sua producdo e assim alavancar o
crescimento da olericultura brasileira (MONTEZANO; PEIL, 2006; ANDRIOLO, 2017).
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O conhecimento e monitoramento das caracteristicas do solo das &reas onde s&o
cultivadas hortalicas deve fazer parte desse cenario que visa a sustentabilidade da olericultura.
Apds longos periodos de cultivo, o solo pode apresentar teores elevados de
nutrientes/elementos que, dependendo de sua concentracdo, podem atingir niveis toxicos e
contaminantes as plantas e ao ambiente, como € o caso dos metais pesados, entre eles, o cobre
(SILVA et al., 2016). O excesso de Cu nos solos cultivados com hortaligas, pode resultar em
elevadas concentracdes de Cu em tecidos utilizados para alimentacdo humana, predispondo
seus consumidores a ingestao excessiva deste metal, uma vez que o consumo de hortalicas é
considerado a principal fonte de exposicdo humana a metais pesados, podendo ser
responsavel por 90% da ingestdo total (MARTORELL et al., 2011; REHMAN et al., 2017).

2.3 ACULTURA DO REPOLHO

O repolho (Brassica oleracea var. capitata L.) é uma hortalica folhosa, originéria de
regibes temparadas Costa Ocidental Européia; Costa do Mediterraneo e Asia Menor
(MOREIRA et al., 2011). Seu héabito de crescimento é herbaceo, no qual parte das folhas
cerosas e arredondadas, formando uma cabega compacta, sendo a parte de maior interesse
para o consumo humano (FILGUEIRA, 2012).

No Brasil, o repolho é cultivado em cerca de 38 mil propriedades, resultando em
producdo de cerca de 490 mil toneladas. A regido Sudeste é responsavel por
aproximadamente 60% da producdo nacional desta hortalica, seguida da regido Sul com 35%
nos quais, o Rio Grande do Sul contribui com 12% da produgéo (IBGE, 2018).

O repolho é a principal espécie comercial da familia Brassicaceae e uma das principais
hortalicas cultivadas no Brasil (ANUARIO, 2017). Isso se deve ao seu elevado valor
nutricional (CORREA et al., 2013) e a adaptacdo dos hibridos as diversas condigdes
climaticas (FILGUEIRA, 2012), reflexo do melhoramento genético que contribui para a
obtencdo cultivares adaptadas a temperaturas mais elevadas, assim ampliando

consequentemente, os locais e periodos de plantio e de colheita (MOREIRA et al., 2011).
2.4 A CULTURA DA BETERRABA
A beterraba (Beta vulgaris L.), pertencente a familia Quenopodiaceae, é originaria de

regides temperadas da Europa e Norte Africanas. A planta desenvolve uma tipica parte

tuberosa (raiz tuberosa), a partir do intumescimento do hipocétilo, apresentando umformato
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globular, desenvolvendo-se quase a superficie do solo (FILGUEIRA, 2012). O sistema
radicular é do tipo pivotante e a raiz principal atinge profundidade de 60 cm, com poucas
ramificacdes laterais.

A beterraba, no Brasil, é cultivada em aproximadamente 25 mil propriedades,
resultando em producdo de cerca de 135 mil toneladas. A regido Sudeste é responsavel por
metade da producdo nacional desta hortalica, seguida da regido Sul com cerca de 35%. O
estado do Rio Grande do Sul contribui com cerca de 14%, com 18,7 mil toneladas, sendo o
terceiro maior produtor (IBGE, 2018).

O cultivo de beterraba no Brasil ocorre para atender o consumo preferencial por meio
da raiz tuberosa, consumida na forma crua ralada ou cozida e também as folhas como um
consumo secundario (FILGUEIRA, 2012). Marques et al. (2010) relataram um aumento
crescente da procura e emprego da hortalica por parte de industrias de conservas e alimentos
infantis para consumo in natura, devido ser rica em ferro e possuir bom teor de proteinas.
Além disso, é indicada no combate a anemia, contribuindo na formacgdo dos glébulos
vermelhos do sangue. E um alimento rico em potassio, cloro, sddio e contém zinco, elemento
necessario aos tecidos cerebrais (FILGUEIRA, 2012) .

A cultura da beterraba pode ser implantada por semeadura direta, por transplantio de
mudas em torrdo (produzidas em bandejas) ou pelo transplantio de mudas de raizes nuas.
Essas diferentes formas podendo resultar em desuniformidade nos estandes devido a
germinacéo irregular ou devido ao estresse causado pelo transplante. O ciclo de cultivo pode
variar de 60 a 100 dias, no verdo e inverno, respectivamente, sendo o ciclo de cultivo

influenciado pela cultivar e forma de implantagdo do cultivo (FILGUEIRA, 2012).

2.5 COBRE NO SOLO

O cobre apesar de estar englobado no grupo de “metais pesados” por possuir
densidade igual a 8,9 g cm™, ou seja, superior a 5 g cm™ (WUANA; OKIEIMEN, 2011), é
essencial para as plantas. Assim como para 0s metais pesados de uma forma geral, nenhuma
degradacdo quimica ou microbiana desse elemento pode ser esperada, por isso concentragdes
no solo persistem por muitos anos e tendem a aumentar (GUO; ZHOU; MA, 2006). Teores de
Cu naturalmente presentes em solos sdo variaveis em funcdo dos fatores e processos
pedogenéticos e principalmente, relacionados & composi¢do quimica do material de origem
(ARENA; HARTMANN; BAGGIO, 2014; ALTHAUS et al., 2018), sendo os maiores teores

observados geralmente em solos originados a partir de rochas igneas basicas e sedimentares e
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em minerais secundarios na forma de silicatos, carbonatos e 6xidos em teores de 10 a 100 mg
kg™ (DECHEN; NACHTIGALL, 2007; ABREU et al., 2007). Nos solos, de um modo geral,
s30 encontrados teores entre 2 e 100 mg Cu kg™ de solo (CAMARGO; ALLEONI;
CASAGRANDE, 2001).

As fontes quimicas mais empregadas para fornecimento de Cu para as plantas
cultivadas no Brasil sdo as seguintes, com os respectivos teores (%): “fritas” (0,8-3,5); 0xido
(75-89); oxicloreto de cobre (50-59); sulfato (25); quelatos (5-13) (SOUZA, 2011). No
entanto, a adicdo de residuosorganicos em areas agricolas tornou-se frequente e uma
alternativa a destinagdo de residuos, tais como dejetos de animais e lodos de esgoto urbano,
assumindo grande importancia como fonte de nutrientes, tais como o Cu. Fukayama (2008)
avaliou a cama de frango em duas possiveis alternativas de aproveitamento (biofertilizante e
biogas) e encontrou teores de Cu que variaram de 525 a 631 mg kg™. De acordo com dados
apresentados por Viana et al. (2006), os teores de Cu na cama e fezes de frangos estéo
relacionados com a presenca destes elementos no farelo de milho (3 mg kg™) e farelo de soja
(22 mg kg™), importantes componentes da racdo fornecida aos animais. Segundo Franca et al.
(2009), séo aplicadas como fertilizante organico cerca 4,4 toneladas de cama de frango por
hectare ao ano. Esta quantidade podera adicionar ao solo cerca de 0,15 kg de Cu por hectare
ao ano (VIEIRA, 2011). No entanto, os teores de Cu no solo encontrados por Vieira (2011)
ficaram abaixo do valor de prevencdo (VP= 60 mg kg™) estabelecido pelo CONAMA (2009)
e foram considerados como néo prejudiciais a qualidade do solo.

Nas areas cultivadas com espécies frutiferas e hortalicas, o Cu pode estar sendo
adicionado ao solo, possivelmente, pelo uso combinado e recorrente de agrotéxicos cupricos,
fertilizantes foliares, adubacdo organica (dejetos de suinos e de aves) e, fertilizantes quimicos
que contenham o Cuem sua formulacdo (FERNANDEZ-CALVINO et al., 2009; SILVA et
al., 2016). Neste sentido, Silva (2010) avaliou areas cultivadas com mangueira por diferentes
periodos de cultivo no vale do S&o Francisco - Petrolina (PE) e observou acimulos de Cu no
solo em areas com maior tempo de cultivo. Na mesma regido, Costa (2009) trabalhou com
videira de varias idades e seus resultados corroboraram com os de Casali et al. (2008) e
Bruneto et al. (2018), que encontraram teores de Cu elevados em solos cultivados por varios
anos com videira nas regides da Serra e da Campanha Gaucha, respectivamente. Teores de Cu
em areas cultivadas com hortalicas apresentaram teores significativamente superiores as areas
de florestas em estudo realizado em Pernambuco, sendo atribuidos principalmente a uso de

agrotoxicos cupricos (SILVA et al., 2016).



29

No solo, o Cu ocorre nas formas cuprosa (Cu*) e clprica (Cu** = mais importante) e,
em alguns minerais, na forma metélica. O elemento é caracterizado pela baixa solubilidade,
estando os teores de Cu associados a varias fragdes: na solucdo do solo, como os ions
metalicos livres e complexos de metal sollvel; adsorvido a constituintes do solo inorganicos
em locais de troca ibnica; ligado & matéria organica do solo; precipitados como Oxidos,
hidroxidos, carbonatos; e incorporado na estrutura dos minerais (TESSIER et al., 1979;
BRUNETTO et al., 2014).

Os processos envolvidos na transferéncia do Cu associado a matriz sélida de um solo
para a parte aérea das plantas, segundo McBride (1994), podem ser resumidos em cinco
passos, 0s quais estdo apresentados na Figura 1 e descritos na sequéncia. O primeiro passo
pode ser chamado de dessor¢édo ou dissolucdo, sendo definido como a liberacdo do Cu de uma
interface entre uma superficie solida e uma solucdo. Esta etapa pode ser resumida como a
liberacdo do Cu adsorvido a fracdo solida (mineral ou organica) para a solucédo do solo. Os
nutrientes, uma vez na solugéo do solo, podem ser transferidos para fora do sistema solo-
planta por meio de processos de perda, tais como lixiviacdo, erosdo, etc. Em solucdo, estes
podem passar a se movimentar no sistema solo num segundo passo, chamado de difusdo ou
conveccdo. Para os elementos traco, como o Cu, este movimento geralmente é considerado
muito lento, devido suas baixas concentragdes e demanda das plantas, o que ndo origina
grandes gradientes de concentragdo. Sendo, desta forma, considerado um importante fator
responsavel pela limitacdo na absorcdo de grandes teores de Cu, mesmo em plantas
bioacumuladoras.

Durante sua difusdo, os ions podem aproximar-se da rizosfera ou novamente ser
retirado da solugéo, originando um terceiro passo (Figura 1), a adsor¢do ou precipitagdo em
um novo sitio da matriz sélida. Caso seja adsorvido, este podera ser novamente dessorvido
para a solugdo em outro momento.

Alteracbes da disponibilidade de Cu nos solos séo resultantes de diversas reacfes
quimicas, sendo a adsorcdo responsavel por controlar as concentracdes de ions de Cu livres
e/ou de seus complexos na solugdo do solo, influenciando também a absorcdo radicular desse
pelas plantas (GIROTTO et al., 2010; BRUNETTO et al., 2018). A manutencdo dos ions na
interface particulas sélidas-solucéo do solo esta relacionada com as forcas fisicas das reacdes
envolvidas na adsorcao, sendo classificada em ndo especifica e reversivel, quando resulta do
balanco de cargas elétricas junto a superficie das particulas, sendo que cations de maior
valéncia e menor raio de hidratacdo apresentam maior afinidade a fragdo coloidal (MEURER,;
RHEINHEIMER; BISSANI, 2006). No entanto, quando a reacdo de adsor¢do € resultante de
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ligacdes eletrostaticas ou covalentes com os grupos OH e/ou O™ da fracdo coloidal, a adsor¢ao
é denominada de especifica, sendo, portanto altamente estavel. Nesse caso, complexos de
esfera interna séo originados devido ao Cu ficar fortemente ligado em sitios de carga negativa
presentes nas estruturas cristalinas dos oxidos e hidroxidos de Fe, Al e de argilominerais
(SILVEIRA; ALLEONI, 2003; SPARKS, 2005; SPOSITO, 2008).

Figura 1 - Cinco passos necessarios para 0 Cu se mover da fragdo solida do solo para a planta.

@ ' T 5 Translocacdo
4 Absorgao pelas raizes

3 Adsorgdo ou precipitagao

2 Difuséo ou convecgio

1 Dessorgdo ou dissolucdo . .
g

Elaborado pelo autor: Adaptado de McBride (1994).

A biodisponibilidade de Cu na solucdo do solo é influenciada por diversos fatores,
dentre eles dois sdo considerados os principais: 0 pH e o teor de matéria organica (MO)
(McBRIDE, 1994; RODRIGUEZ-RUBIO et al., 2003; MEURER; RHEINHEIMER,;
BISSANI, 2006). Valores de pH proximos a neutralidade resultam em reducdo na
disponibilidade de Cu na solugdo, sendo essa maior na faixa de 5,0 a 6,5, desencadeando uma
alteracdo nos teores de Cu-trocéavel, devido a adsorcdo de Cu junto & matéria organica ou
oOxidos. As alteragdes do pH influenciam diretamente a ocorréncia de reacGes nos grupos
funcionais da superficie da fracdo sélida, tais como: oxidos de aluminio (Al]-OH); éxidos de
ferro (Fe]- OH), carboxil (-COOH), hidroxil (-OH), coordenando a geracdo de cargas
negativas ou positivas atraves da adsor¢do ou dessorcdo de ions hidroxil (OH) ou protons
(fons HY) influenciando o grau de ionizagdo e a especiacdo dos elementos que serdo
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adsorvidos (MEURER; RHEINHEIMER; BISSANI, 2006). Em solos com pH em condigdes
neutras e alcalinas, a formacdo de complexos e precipitados séo favorecidas tornando o metal
menos disponivel (YRUELA, 2009; JORIS et al., 2012; COMIN et al., 2018).

A matéria organica do solo (MOS) é composta de materiais de origem organica, como
residuos vegetais e animais, que estdo passando por diversos estagios de decomposicdo, seja
por meio da degradagdo microbiologica ou quimica, sendo classificados em substancias
himicas e substancias ndo humicas (BAYER et al., 2002). A MOS é uma importante
condicionadora do solo, pois contribui para geracdo e manutencao de grupos funcionais com
cargas negativas (BORTOLUZZI et al., 2006), sendo uma excelente fonte de nutrientes para
as plantas, influenciando a formacao de complexos estaveis com cétions metalicos, regulando
portanto a sua disponibilidade por meio da solubilizacdo ou imobilizacdo de Cu (KHAN;
JONES, 2008; SHAHEEN; TSADILAS; RINKLEBE, 2013). No entanto, estas reacdes estdo
intimamente relacionadas como o pH. Sob condi¢des acidas, a formacdo de complexos ou
quelatos soltveis podem aumentar 0 movimento e a disponibilidade do metal no solo, assim
como, rapidos aumentos nas disponibilidades de Cu podem ocorrer devido a decomposi¢do da
MO (GIROTTO et al., 2010; BRUNETTO et al., 2018).

A capacidade de troca de cations (CTC) do solo representa a disponibilidade de sitios
de adsorcdo junto a fracdo solida (coldides), portanto, quanto maior seu valor, maior
capacidade de adsorcdo de Cu em comparacao aos solos de baixa CTC. De30 a 65% da CTC
do solo é resultante das cargas elétricas da MOespecialmente 0s grupos funcionais com cargas
negativas (COSTA et al., 2006, BORTOLUZZI et al., 2006).

A presenca de oxidos de Fe e Al tambeém alteram a disponibilidade de Cu para as
plantas, pois quanto maior o teor de 6xidos no solo e aliado a presenca de MO, maior seré a
capacidade de adsorcdo de Cu pelo solo, e menor serd o Cu na solucdo (BRADL, 2004,
COUTO et al., 2015). O Cu adsorvido é responsavel pela reposi¢do do Cu na solugdo durante
e apos a absorgdo pelas plantas. Outros fatores que influenciam a disponibilidade de cobre no
solo sdo a textura e area superficial especifica. Geralmente, solos arenosos e com baixos
teores de MOapresentam altas taxas de perdas de nutrientes por lixiviacdo e inclusive, de Cu,

podendo, neste caso, resultar em deficiéncia para as plantas cultivadas (McBRIDE, 1994).

2.6 COBRE NA PLANTA

No momento em que o0s ions da solucdo do solo entrarem em contato com o sistema

radicular, poderd ocorrer a quarta etapa apresentada na Figura 1, chamada de absor¢édo
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radicular. Assim como as demais etapas, essa tem a influéncia crucial dos fatores inerentes ao
solo devido suas caracteristicas que afetam a biodisponibilidade do elemento, conforme ja
comentado. Porém, a propria planta pode alterar condicbes rizosféricas para aumentar ou
restringir a absor¢do de Cu. A disponibilidade de Cu pode ser alterada por compostos
organicos exsudados pelas raizes reduzindo a absor¢do deste elemento pelas plantas, através
da alteracdo do pH da solugéo na rizosfera (BRAVIN et al., 2012) ou da complexacéo do Cu
com compostos organicos (BRUNETTO et al., 2016). Alguns exsudatos encontrados nas
raizes de plantas de beterraba (LOPEZ-MILLAN et al., 2000) e repolho (DECHASSA;
SCHENCK, 2004) como os &cidos organicos citrato, malato e succinato, podem ligar-se ao
Cu devido sua alta afinidade pelo elemento (DE CONTI et al., 2016). Essa ligacdo Cu-acidos
organicos, aliada ao processo de alcalinizacdo da rizosfera, modificam a solubilidade do Cu
por meio da alteracdo da distribuicdo das suas espécies quimicas, reduzindo o potencial toxico
do metal para as culturas (PEREZ-ESTEBAN et al., 2014).

As raizes desempenham papel importante na prevencdo da ocorréncia de teores
excessivos de Cu na parte aérea, especialmente nas folhas, em funcdo do acimulo de parte do
Cu nas raizes, o que diminui a sua translocacdo para a parte aérea (TIECHER et al., 2018).
Porém, em solos e condi¢cdes onde 0s teores biodisponiveis sdo baixos, ha relatos de que as
micorrizas arbusculares sejam responsaveis por melhorar a aquisicdo de Cu pelas plantas
devido ao aumento da difusdo (HINSINGER; COURCHESNE, 2007). O nutriente metalico
Cu é absorvido principalmente na forma do cation Cu®*, chegando a raiz por meio do fluxo de
massa, mas o0 Cu nas formas de quelato, possivelmente, tem importancia na liberacdo do
nutriente para a superficie da raiz por meio da difusdo (curtas distancias) (MENGEL;
KIRKBY, 2001; MARSCHNER, 2012). Dentre as hortalicas, podem existir diferencas
genotipicas quanto a absorcdo e translocacdo de Cu, variando dentre espécies distintas
(NASER et al., 2011), assim como entre cultivares de uma mesma hortalica (SHIYAB, 2018).

A quinta e ultima etapa apresentada na Figura 1 € a translocacdo do Cu na planta, que
é um processo independente do solo. Devido a sua carga, os ions de Cu ndo podem mover-se
livremente através das membranas celulares, que sdo estruturas lipofilicas. Devido a isso, o
transporte de ions nas células deve ser mediado por proteinas da membrana com funcdes de
transporte, genericamente conhecido como transportadores. A ligacdo transportador-ions €
especifica, sendo para o Cu descritas seis familias de proteinas transportadoras (COPT 1-6)
(YRUELA, 2009). Esses transportadores sdo caracterizados por determinados parametros
cinéticos, que interferem na absor¢do de Cu, como a capacidade de transporte (Vmax) €

afinidade para ions (Km). A Vimax Mmede a velocidade maxima de transporte de ions através das
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membranas celulares. A Ky, indica a afinidade para o transportador de um ion especifico e
representa a concentracdo de ions na solucdo externa em que a taxa de transporte é igual a
Vmax/2. Um valor de K, baixo, de alta afinidade, indica que niveis elevados de ions sdo
transportados para as celulas, mesmo sob a baixa concentragdo de ions externa
(MARSCHNER, 2012; PRINTZ et al., 2016).

Em espécies vegetais, quando cultivadas em solos contaminados com metais pesados,
de uma forma geral, a absorcdo desses elementos também ocorrera em niveis elevados,
porém, é comum a planta impor limitacGes para a translocacédo das raizes para a parte aérea
das plantas. Segundo Yruela (2009), a absor¢do e transporte de Cu pode ser pelas vias
apoplastica e simplastica. Pela via apoplastica, grande fracdo do Cu absorvido pelas raizes
pode permanecer compartimentalizado nos compostos organicos da parede celular e no
apoplasto na forma de ligacdes aos grupos sulfidricos (R-SH -) e carboxilicos (R-COO-). Na
via simplastica, o acumulo de Cu é possivel por meio da formagdo de quelatos com
compostos ligantes de alta afinidade, como é&cidos organicos, aminoacidos e peptideos
(HALL, 2002), que complexam o Cu e possibilitam o acumulo nas células das raizes,
podendo ainda ser compartimentalizado no vactolo (BRUNNER et al., 2008; CORGUINHA,
2011).

A essencialidade do mineral Cu no crescimento das plantas é justificada por sua
participagdo em inUmeros processos fisiol6gicos, tais como: na sintese de proteinas, do
metabolismo de carboidratos e da fixacdo simbidtica de N, (MARSCHNER, 2012; KIRKBY;
ROMHELD, 2007). A absorcdo pelas plantas ocorre sob duas formas, fon Cu®* ou cobre
quelato. Sua mobilidade no interior das plantas é pequena, podendo ser translocado das folhas
velhas para as folhas novas. Geralmente a concentracdo nas plantas é pequena, variando entre
2 e 20 mg kg™ na matéria seca (MS). Niveis entre 20 e 100 mg kg™ de MS da parte aérea sao
considerados toxicos para algumas espécies (citros, leguminosas, entre outras) (KABATA-
PENDIAS ;PENDIAS, 2010). O menor desenvolvimento radicular, a reducdo da absorcao de
agua e de nutrientes sdo manifestacbes comuns e associadas da toxidez em plantas
(KOPSELL ;KOPSELL, 2007).

O excesso de Cu nos tecidos da parte aérea das plantas pode desencadear a ocorréncia
de danos oxidativos e degeneracdo de componentes celulares, os quais sdo resultantes de
desequilibrios entre a reacdo antioxidante e o aumento na geracdo de especies reativas de
oxigénio (EROs) nas plantas (GIROTTO et al., 2013). Esses efeitos negativos do excesso do
metal sdo variaveis de acordo com a concentragdo no 6rgdo da planta e 0s mecanismos de

tolerancia da espécie vegetal, podendo alterar parametros morfologicos, bioquimicos e
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fisiologicos (MATEOS-NARANJO et al., 2013). Em plantas de beterraba expostas a elevadas
concentragfes de Cu no meio de crescimento do sistema radicular foram observadas
diminuicdes no crescimento de raizes e folhas e aumentos dos niveis de peroxidacao lipidica
(MORALES; RODRIGUEZ-MONROY; SEPULVEDA-JIMENEZ , 2012). Da mesma forma,
plantas de repolho expostas a concentracdes de Cu consideradas fitotoxicas podem apresentar

reducdo no contetdo de pigmentos fotossintéticos e na atividade fotossintética (ALI et al.,
2015).






ESTUDO 1 - DIAGNOSTICO DOS TEORES DE COBRE EM SOLOS CULTIVADOS
COM HORTALICAS EM CULTIVO CONVENCIONAL E PROTEGIDO

RESUMO

A presenga de cobre (Cu) em altos teores nos solos cultivados com hortaligas € um problema
agricola, social e ambiental. Além de causar toxidez as plantas, reduzindo seu crescimento e a
producdo, pode ser absorvido e acumulado nos oOrgdos comestiveis das plantas,
potencializando o risco de sua introducdo excessiva na dieta humana e, em condicdes
extremas, contaminar o solo e mananciais hidricos. O trabalho objetivou diagnosticar 0s
teores e a labilidade do Cu presente em solos de areas cultivadas com hortalicas em diferentes
ambientes de cultivo e em solo ndo antropizado. Vinte e cinco propriedades do estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, foram amostradas nas areas sob cultivo protegido (CP) e determinado o
teor de Cu extraido por Mehlich-1. Dentre os solos, escolheu-se 0s quatro que apresentaram
0s maiores teores de Cu, sendo que nestas propriedades também foi amostrado solo no cultivo
a campo aberto (CA) e em area ndo antropizada (CN). Foram determinados os teores de Cu
soluvel, disponivel e total. Os teores de Cu na solucdo do solo na fracdo disponivel e total em
areas de CA e CP sdo maiores em relacdo a CN. Alguns solos do ambiente CP apresentaram
elevados teores totais de Cu, 0s quais sdo potenciais contaminantes ambientais, uma vez que
superaram o valor referencial de qualidade e o valor de intervencdo constante na legislacédo
ambiental brasileira e estadual, merecendo atencdo e monitoramento, assim como a adocao de

praticas culturais para reducgdo dos seus teores no solo.

Palavras-chave: metais pesados; contaminacdo ambiental; Cu-solucdo do solo; Cu-

disponivel; Cu-total

ABSTRACT

High copper (Cu) content in soils used for vegetables crops is an agricultural, social and
environmental problem. Besides causing toxicity to plants, reducing their growth and
production, it can be absorbed and accumulated in plant edible organs, increasing risks of its
excessive introduction into the human diet and, in extreme conditions, contamination of soil
and water resources. The objective of this work was to diagnose Cu contents and lability in

soils cultivated with vegetables in different cropping systems. Soils of twenty-five farms in
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Rio Grande do Sul state, Brazil, were sampled in areas under protected cultivation (CP) and
the Cu content extracted by Mehlich-1 was determined. Among these farms, four that
presented the highest Cu levels in the soil were selected and sampled also in open field (CA)
and non-anthropogenic (CN) areas. Soluble, available and total Cu contents were
determined. The Cu contents in the soil solution, in the available and total fraction in areas
of CA and CP were higher than in CN. Some CP soils showed high total Cu content, which
are potential environmental contaminants because it exceeded the quality reference and
intervention values of Brazilian environmental legislation. Soil monitoring and cropping

practices must be adopted to reduce Cu content in soils of vegetable crops in this State.

Keywords: heavy metals; environmental contamination; Cu-soil solution; Cu-available; Cu-

total

1 INTRODUCAO

O aumento da populacdo mundial em escala geométrica nas ultimas décadas tem
exigido uma producdo de alimentos massiva e em escala para garantir a seguranca alimentar
de todos os seres humanos. Neste contexto, a producdo de hortalicas destaca-se pelo emprego
intensivo de insumos agricolas quimicos e organicos, principalmente de fertilizantes (SILVA
et al., 2016; ANDRIOLO, 2017). A utilizacdo indiscriminada de fertilizantes agricolas esta
associada principalmente a trés questes importantes: i) a inexisténcia e/ou desconhecimento
de resultados de pesquisas que indiquem as necessidades de nutrientes minerais durante o
crescimento e desenvolvimento das mais de 50 espécies de hortalicas cultivadas no Brasil
(FILGUEIRA, 2012); ii) aos curtos ciclos de desenvolvimento das hortalicas, em geral entre
30 e 150 dias, associados & preocupacdo com a obtencdo de elevadas produtividades; e iii)
principalmente devido ao emprego de diversos sistemas de cultivo, como o cultivo
convencional no solo a campo aberto, cultivo no solo em ambiente protegido e cultivo fora do
solo. Isto gera diversas varidveis e especificidades a serem consideradas na formulag&o,
recomendacédo e manejo da adubacdo dessas culturas.

Em solos agricolas, os teores de cobre (Cu) geralmente sdo naturalmente baixos, mas
podem ser elevados devido aos aportes intensivos deste elemento via adubacdo quimica e/ou
organica, como também pelo uso de produtos cupricos em tratamentos fitossanitarios,
especialmente os fungicidas, como observado em areas de vinhedos do Sul do Brasil
(BRUNETTO et al., 2018; COMIN et al., 2018). No cultivo de hortalicas, elevadas doses de
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adubacdo quimica e organica (ANDRIOLO, 2017), assim como fungicidas cupricos sao
comumente empregados (SILVA et al., 2016). No Brasil, estdo registrados 28 produtos
formulados a base de Cu, os quais sdo recomendados para, no minimo, uma espécie de
hortalica (BRASIL, 2018). O uso frequente desses produtos, associado aos sucessivos
cultivos em uma mesma area e as elevadas doses de adubagdo, podem ocasionar 0 acimulo do
Cu no solo, o qual normalmente é demandado e absorvido em quantidade reduzida pelas
plantas, podendo atingir teores elevados que poderdo afetar o balanco nutricional e o
crescimento das plantas. Diversos estudos tem demonstrado o acimulo de Cu em solos de
areas de cultivo protegido nos EUA (DIETRICH et al., 2001) e, principalmente, na China
(ZHANG et al., 2011; YANG et al., 2014; HU et al., 2017; WHANG et al., 2017).

Dependendo da sua disponibilidade no solo, o Cu também pode ser absorvido e
acumulado nos érgdos vegetais em niveis considerados toxicos, representando risco a saude
dos consumidores, devido seu potencial acumulativo no organismo humano (MENDOZA et
al., 2017), além de reducdo na produtividade das culturas e prejuizos econémicos aos
produtores. No entanto, a fragdo de Cu disponivel é resultado de diversas reacfes fisico-
quimicas entre o elemento e os diversos constituintes dos solos, principalmente os teores de
argila, éxidos e hidréxidos de ferro e aluminio, a matéria organica do solo (BRADL, 2004;
COUTO et al., 2015), o pH (CHAIGNON et al., 2003; SHAHEEN; TSADILAS; RINKLEBE
, 2015) e a capacidade de troca de cétions (CTC) (ARIAS et al., 2005). Portanto, a
disponibilidade deste metal pode ser variavel entre classes de solos e também em relacdo aos
manejos utilizados nos solos.

A solucdo extratora CaCl, é empregada para avaliar o teor de Cu considerado soltvel
por Melo; Nascimento; Santos (2006), ou seja, aquele Cu que esta livre para absorcdo pelas
plantas. O extrator Mehlich-1 (Solucdo de HCI 0,05 mol L* + H,SO4 0,0125 mol L™) e HCI
0,1 mol L™ séo bastante empregados na determinacdo do Cu disponivel, sendo o ultimo
considerado o extrator oficial dos laboratorios da ROLAS (CQFS-RS/SC, 2016). Outra
metodologia emprega o agente quelante (EDTA) para determinacdo do Cu disponivel e o
adsorvido nos sitios de facil troca (em solucdo e trocavel) (SCHRAMEL; MICHALKE;
KETTRUP, 2000). Para avaliagdo e monitoramento dos teores totais (pseudototais), séo
empregados e mundialmente aceitos os métodos desenvolvidos pela United States
Environmental Protection Agency (US EPA), como o USEPA 3050B (USEPA 1996). No
Brasil, o teor de Cu total é o referencial para avaliagdo do potencial de contaminagédo
ambiental pelo metal pesado (CONAMA, 2009). Embora essas agéncias de regulamentacgéo

ambiental utilizem os teores totais de Cu para o estabelecimento dos valores referenciais, 0s
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mesmos em muitos casos, podem ndo afetar as plantas, pois o Cu biodisponivel é o que
realmente pode causar danos as plantas (MIOTTO et al., 2014) .

O conhecimento e monitoramento das caracteristicas dos solos das areas onde sdo
cultivadas hortalicas deve fazer parte da rotina e da preocupacdo de quem visa a
sustentabilidade da cadeia produtiva de hortalicas. Apds longos periodos de cultivo, o solo
pode apresentar teores elevados de nutrientes/elementos, que podem atingir niveis toxicos as
plantas e seus consumidores e contaminantes ao ambiente, como € o caso dos metais pesados,
como o cobre (SILVA et al.,, 2016). A olericultura é responsavel pela producdo e
fornecimento de alimentos, no entanto, estudos que tragam um diagndstico da situacdo das
areas de solos exploradas pelo cultivo de hortalicas no solo em seus diferentes sistemas de
cultivo convencional no solo a campo aberto ou cultivo protegido no solo sdo escassos.
Diante disso, o presente trabalho objetivou diagnosticar os teores e a labilidade do Cu
presente em solos de &reas cultivadas com hortalicas a campo aberto e em ambientes

protegidos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAIS DE AMOSTRAGEM DE SOLO

Os locais/municipios nos quais foram coletadas as amostras de solo foram definidos
de forma a englobar as cinco regides classificadas e apresentadas na Portaria N° 85 emitida
pela Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental, publicada em 05/09/2014, a qual estabelece
os Valores de Referéncia de Qualidade (VRQ) dos solos para 9 (nove) elementos quimicos
naturalmente presentes nas diferentes provincias geomorfoldgicas/geoldgicas do Estado do
Rio Grande do Sul (RS), dentre eles o Cu.

A localizagéo e escolha prévia das propriedades foi realizada por meio de imagens de
satélite disponibilizadas no “Google Earth Pro” e atraves de visitas as regides de interesse.
Dentre os critérios para escolha das propriedades onde foram coletadas as amostras de solo
destacam-se: i) existéncia de dois sistemas de cultivo, ou seja, o cultivo convencional no solo
e cultivo protegido (estufa) com cultivo no solo; ii) cultivo sucessivo de hortalicas por no
minimo cinco anos; e iii) possuir uma area de campo nativo ou mata proxima as areas
cultivadas com hortaligas (ndo antropizadas). A identificacdo das propriedades amostradas foi
realizada por meio da coleta e anotacdo das coordenadas geogréaficas a partir de um navegador

GPS Portétil, conforme apresentado na Tabela 1 e Figura 1.
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2.2 AMOSTRAGEM DE SOLO

No total 25 propriedades foram amostradas, nas quais as coletas das amostras de solo
foram feitas em trés ambientes distintos dentro de uma mesma propriedade: area de cultivo
convencional a campo aberto (CA); area de cultivo protegido (CP) e area de campo nativo ou
de mata (CN), na camada de 0,0-0,20 m, seguindo metodologia proposta pela Resolucdo
420/2009 (CONAMA, 2009) e recomendacdo da CQFS-RS/SC (2016). Nas areas de cultivo
foram coletadas 15 subamostras simples para cada amostra composta. As amostras de solo
foram coletadas nas entrelinhas de plantio, usando pa de corte, em canteiros com cobertura
plastica e/ou plantas adensadas. Nas areas de campo nativo ou de floresta, a amostragem de
solo foi realizada em zigue-zague, sendo coletadas 15 amostras simples para cada amostra
composta, usando pa de corte. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos
devidamente etiquetados e lacrados. Posteriormente, foram secas ao ar, moidas, passadas em

peneira com malha de 2 mm e reservadas.

2.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Inicialmente, uma fracdo de cada amostra de solo coletada em cultivo protegido (CP)
das 25 propriedades amostradas foi encaminhada para o laboratério de analise de solos da
Universidade Federal de Santa Maria, onde foi determinado o teor de Cu por meio do extrator
Mehlich-1 entre outros parametros (Tabelas suplementares 1 e 2). A partir dos resultados,
foram escolhidas somente as quatro propriedades que apresentaram maior teor de Cu extraido
por Melhlich-1. Para essas propriedades foram determinados os teores de argila e matéria
organica, o valores de pH em agua e de CTC pH 7,0 e também o teores de Cu extraido por
Mehlich-1 para os ambientes CN e CA. Nas quatro propriedades foram determinados os
teores de Cu-CaCl,, Cu-EDTA e Cu-EPA.

Os teores de Cu na solugdo do solo foram extraidos por CaCl, (0,01 mol L),
conforme metodologia proposta por Novozamsky; Lexmond; Houba (1993). Para a anélise foi
pesada 1,0 g de solo e acondicionada em tubos do tipo Falcon (15 mL). Em seguida foram
adicionados10 ml da solugéo extratora CaCl, (0,01 mol L™?). O solo e solugdo foram agitados
durante duas horas. Ao final, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 3200 rpm,
filtradas em papel filtro (Whatman n° 1, Alemanha) e os teores de Cu foram determinados em

espectrofotometro de absorcéo atobmica (EEA) (Perkin Elmer, Aanalyst 200, EUA).
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Os teores disponiveis de Cu (Cu-EDTA) foram analisados com o uso da solucdo
extratora EDTA (Na,-EDTA 0,01mol L/acetato de aménio 1,0 mol L™ com pH ajustado
para 7,0) (CHAIGNON; HINSINGER, 2003). Os teores pseudototais de Cu (Cu-EPA) foram
determinados de acordo com o método 3050B (USEPA, 1996), da Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) por oxidacdo e ataque &cido usando HNOs, H,0, e
HCI, concentrado sob aquecimento. Os teores de Cu foram determinados em

espectrofotdmetro de absorcéo atbmica (EEA) (Perkin Elmer, Aanalyst 200, EUA).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os teores de Cu determinados por CaCl, EDTA e EPA em cada um dos ambientes
(CN; CA; CP) das quatro propriedades foram comparados utilizando contrastes ortogonais
por meio do software SISVAR versdo 5.2. Para as demais varidveis foi realizada a anélise

descritiva.

3 RESULTADOS

3.1 ATRIBUTOS RELACIONADOS A DISPONIBILIDADE DE COBRE

As quatro propriedades selecionadas (23R1, 3R1, 11R1 e 9R1) para analises mais
detalhadas dos teores de Cu, foram classificadas e inseridas na regido geomorfoldgica 1
(Figura 1), cujo material de origem s&o rochas vulcanicas do Planalto (FEPAM, 2014). Os
solos das propriedades 23R1 e 3R1 foram classificados como Latossolos (Tabela 1), os quais
apresentam teores de argila maiores do que os Chernossolos amostrados nas propriedades
11R1 e 9R1 (Tabela 1; Tabela 2). Os teores de argila nos Latossolos variaram de 360 g kg™
de solo observado em CN de 3R1 até 790 g kg™ de solo observado em CA de 23R1. Nos
Chernossolos observou-se que o teor de argila variou de 90 g kg™ de solo coletado em CP de
11R1 a 320 g kg™ de solo do CN de 9R1.

O maior teor de matéria organica do solo (MOS) nas propriedades 23R1, 3R1, 11R1 e
9R1 foi observado nas amostras oriundas do ambiente CP, sendo de 31, 30, 29 e 28 g kg™ de
solo, respectivamente (Tabela 2). Em 23R1 e 9R1, os menores teores de MOS foram
observados em CA, com 22 e 17 g kg* de solo, enquanto que para 3R1 e 11R1 essas

ocorreram em CN com 18 e12 g kg™ de solo, respectivamente.
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Dentre os ambientes avaliados em cada propriedade amostrada, 0s solos com maiores
valores de pH foram observados em CN para 23R1 com 5,7; CN=CP para 3R1 com 5,3; CA
para 11R1 com 6,3 e CP para 9R1 com 7,4 (Tabela 2). Os pHs mais baixos foram observados
em CP de 23R1 com 5,3; CA de 3R1 com 4,8 e CN de 11R1 e 9R1 com 4,6 e 5,3,
respectivamente.

Os maiores valores da capacidade de troca de cétions (CTC pH7,0) foram observados
no ambiente CP de 23R1, 3R1 e 11R1 com 17,0, 22,6 e 8,4, respectivamente, e no CN para
9R1 com 16,2 (Tabela 2). Os menores valores de CTCs foram observados no CA de 23R1 e
9R1 com 11,5 e 6,0, respectivamente, e no CN de 3R1 com 7,9 e no CP para 9R1 com 12,9.

Nas propriedades selecionadas, os maiores teores de Cu, extraidos por Mehlich-1
foram numericamente maiores no ambiente de CP com 60; 13,9; 10,0 e 12,5 mg Cu dm™ de
solo, respectivamente (Tabela 2). Os menores teores de Cu foram de 7,4; 1,1; e 1,5 no CN de
23R1, 3R1, 11R1, respectivamente, e de 2,67 em CA de 9R1.

3.2 COBRE NO SOLO

Os valores de Cu extraidos por CaCl, (Cu-CaCl,) diferiram estatisticamente entre as
areas de campo nativo ou mata (CN), cultivo a campo aberto (CA) e cultivo protegido (CP)
(Tabela 3). Na propriedade 23R1, o maior teor de Cu-CaCl, foi observado no solo do cultivo
protegido (CP), diferindo significativamente dos teores observados nos solos do CA e CN. Os
teores de Cu-CaCl, nestas duas areas ndo diferiram significativamente entre si, sendo o teor
médio da 4rea de cultivo a campo aberto (CA) de 0,18 mg Cu kg™ e campo nativo ou mata
(CN) de 0,14 mg Cu kg™. Na propriedade 3R1, os teores verificados em CA e CP, nio
diferiram entre eles, mas foram maiores que o observado em CN. Na propriedade 11R1 os
teores de Cu-CaCl; nos solos dos trés sistemas diferiram significativamente, sendo o teor de
Cu no CP > CA > CN. Os teores de Cu-CaCl, na propriedade 9R1 CP e CA né&o diferiram
significativamente entre si, mas diferiram de CN.

Os teores de Cu-disponivel, extraidos por EDTA (Cu-EDTA), referentes as areas CP,
CA e CN diferiram significativamente dentro de cada propriedade amostrada (Tabela 3). A
propriedade 23R1 apresentou disponibilidade de 105,41 mg de Cu kg™ de solo em CP, sendo
significativamente superior as médias observadas em CA e CN. Na propriedade 3R1, 0s
teores de Cu-EDTA observados em CP e CA ndo diferiram significativamente entre eles, 0s
quais foram significativamente maiores ao teor observado em CN. Na propriedade 11R1, os

teores de Cu-EDTA observados diferiram significativamente entre as trés areas, sendo a
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sequéncia CP > CA > CN. Os teores de Cu-EDTA no solo na area CP e CA na propriedade
9R1 néo diferiram significativamente entre si, mas diferiram do teor observado em CN.

Os teores pseudototais de Cu no solo (Cu-EPA) coletadas nos diferentes ambientes em
23R1, 3R1, 11R1 e 9R1 apresentaram diferencas significativas (Tabela 3). Para 23R1 o0s
teores de Cu observados em CN e CA néo diferiram significativamente. Os teores de Cu-EPA
observados em CN e CA em 23R1 diferiram significativamente dos teores verificados no solo
no CP. Na propriedade 3R1 os teores de Cu-EPA em CP e CA ndo diferiram
significativamente entre si,mas diferiram significativamente de CN que apresentou média de
18,97 mg Cu kg™de solo. Para a propriedade 11R1 o menor teor de Cu-EPA foi observado em
CN, diferindo de CP e CA, os quais ndo diferirem entre eles. Os teores de Cu-EPA
observados no solo da propriedade 9R1 diferiram significativamente entre eles, sendo CP >
CA > CN.

Os teores de Cu-EPA e Cu-EDTA mostraram uma correlacdo de 0,45 para os
Latossolos amostrados em 23R1 e 3R1 (Figura 2 a) e para os Chernossolos amostrados em
11R1 e 9R1 (Figura 2 b).

4 DISCUSSAO

A regido onde estdo localizadas as propriedades 9R1 e 11R1 é caracterizada pela
transicdo do Planalto e Depressdo Central (Figura 1), onde os solos s@o mais arenosos devido
a proximidade de afloramentos de materiais sedimentares (ex: arenito da formacao Botucatu e
Rosario do Sul) (CPRM, 2006). O relevo é suavemente ondulado e h& ocorréncia de iluviagdo
de argila para as camadas mais profundas, possivelmente favorecidas pelo revolvimento
frequente, caracteristica do cultivo convencional do solo (NASCIMENTO et al., 2014).

Nessas propriedades também foram observados valores de pH mais elevados nas areas
cultivadas com hortalicas, sendo que isso pode ser atribuido as recentes aplicagcdes de
corretivos da acidez do solo, como o calcario. Nessas condigdes de pH, proximas a
neutralidade, a retencdo e adsorcdo de Cu sdo favorecidas (BRADL, 2004), principalmente
em solos com maior grau de intemperizacdo, como nos Latossolos (SILVA et al., 2016).
Nesses solos geralmente estdo presentes grandes quantidades de 6xidos de Fe e Al, nos quais
0 Cu da fracdo trocavel poderd se ligar, reduzindo sua solubilidade (ABREU; LOPES;
SANTOS, 2007, JORIS et al., 2012). Em solos com maior acidez, a disponibilidade e, por
consequéncia, a mobilidade e o potencial de toxidez do Cu tendem a ser maiores
(CHAIGNON et al. 2003; PIETRZAK; MCPHAIL, 2004). Isso porque, quanto menor o pH,
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maior serd a concentracdo de H® em solugdo, aumentando a competicdo por sitios de
adsorcdo, o que diminui a adsorcao especifica de céations, como o Cu, junto as fracdes solidas
do solo, e aumenta a concentracdo de Cu na solucdo do solo (ERNANI, 2008; MOUTA,
SOARES, CASAGRANDE , 2008).

Os valores de CTC pH; observados em 23R1, 3R1 e 11R1 s&o matematicamente
maiores no ambiente CP, em comparagdo a CA e CN. Portanto, nesses ambientes de maior
CTC se espera uma maior adsorcdo de Cu e, por consequéncia, menor disponibilidade do
metal, pois esse é um fator importante na dinamica do Cu no solo, pois atua diretamente nas
concentragcfes dos ions presentes na solucdo do solo e nos sitios de troca (interface liquido-
solido) (MATTIAS et al., 2010). Por outro lado, baixas CTCs, como as observadas em 11R1
indicam que o solo tem capacidade reduzida para a retencdo de cations em forma trocavel;
nesse caso, adubacdes pesadas e frequentes devem ser evitadas para reduzir as perdas por
lixiviagdo e possiveis contaminacGes de &reas adjacentes e mananciais hidricos, bem como a
toxidez as plantas.

Os maiores teores de MOS observados no ambiente CP nas propriedades 23R1, 3R1,
11R1 e 9R1, podem estar relacionados a reducdo da atividade da biomassa microbiana o que,
por consequéncia, pode reduzir a degradacdo da MOS devido a menor circulacdo de dgua no
sistema solo, devido a ndo incidéncia de chuva, reducdo da radiacdo solar e também pela
maior concentracdo de sais oriundos das adubagOes frequentes nesse ambiente, 0s quais
podem prejudicar a proliferacdo e o desenvolvimento de microorganismos (CHAN,
HEENAN, SO, 2003; PAN et al., 2015; MAVI, MARSCHNER et al., 2017). Embora o teor
de MOS observado nos ambientes e propriedades avaliados represente em média, cerca de 2%
dos componentes sélidos dessas areas, ela € importante no controle da disponibilidade de Cu,
pois possui elevada afinidade ao metal e pode complexar grandes concentracGes deste
elemento (GIROTTO et al., 2010; COUTO et al., 2015).

Com base nos teores de Cu extraidos por Mehlich-1 é possivel observar que nos
ambientes que ndo foram cultivados previamente (CN), nas quatro propriedades o teor de Cu
estd enquadrado na classe de disponibilidade “alto”, segundo os teores referenciais da CQFS-
RS/SC (2016). Isso provavelmente esta associado ao material de origem destes solos, pois 0s
solos derivados de rochas basélticas constituem um material de origem rico em Cu (ARENA;
HARTMANN; BAGGIO, 2014; ALTHAUS et al., 2018). Portanto, nessas condi¢Ges nédo
seriam necessarias adigdes de Cu para o cultivo da grande maioria das hortalicas, pois o0 solo
naturalmente j& seria capaz de suprir a necessidade dessas culturas. Desta forma, adigdes

intencionais ocorrem sem considerar 0s critérios técnicos estabelecidos. Contudo, ainda
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ocorrem adi¢bes ndo intencionais, por meio de agrotoxicos ou fertilizantes quimicos e
organicos que contém este elemento em diversas concentragdes (MOLINA et al., 2009;
KELEPERTZIS, 2014; NASCIMENTO et al., 2014).

Entre as propriedades amostradas, observa-se que 11R1 e 9R1 apresentam teores de
Cu na solugdo (Cu-CaCly) superiores aos observados em 23R1 e 3R1 (Tabela 3), isso esta
relacionado aos diferentes teores de argila presentes nas areas, pois o Cu presente na solucdo
do solo é resultante das reacGes de adsorcao/dessorcao, complexacdo e precipitacdo, as quais
afetam a distribuicdo do metal entre a fracdo solida e liquida do solo, sendo responsaveis pela
sua mobilidade e biodisponibilidade (McBRIDE; SAUVE; HENDERSHOT, 1997). Em solos
mais argilosos e com maiores teores de 0xidos e hidroxidos de ferro pode ocorrer formacédo de
complexos de esfera interna, altamente estaveis, e a diminuicdo da dessor¢do de Cu
(SILVEIRA; ALLEONI, 2003; SPARKS, 2005). Segundo Brunetto et al., (2018), a
concentracdo de Cu na solucdo do solo geralmente € baixa, aproximadamente 2% do teor
total, sendo que no presente estudo, quando comparados os teores de Cu extraido por CaCl,
(Cu-solucdo) ao extraido pelo método EPA (Cu-pseudototal), observou-se percentagens
variando de 0,1 a 1,7% nos Latossolos (23R1 e 3R1) e de 3,1 a 5,5% nos Chernossolos (11R1
e 9R1).

A maior disponibilidade de Cu (Cu-EDTA) observada nas areas amostradas em 23R1
e 3R1 pode ser atribuida ao pH mais acido (BRUN et al., 2001; CHAIGNON et al., 2003;
PIETRZAK; MCPHAIL, 2004), o que pode aumentar o potencial de toxidez as hortalicas ndo
tolerantes ao Cu, quando cultivadas nessas condi¢des. Sob condi¢cdes de pH mais elevado do
solo, inicialmente ocorre um aumento da CTC, o que contribui para 0 aumento na ligacéo de
Cu a fase sélida do solo (MCLAREN; CRAWFORD, 1973), o que diminui a mobilidade do
Cu, ou seja, reduz a fracdo trocavel, como é observado nos solos 11R1 e 9R1 com relacdo ao
Cu-EDTA (Tabela 3).

As correlagdes entre os teores de Cu-EPA e Cu-EDTA nas propriedades 23R1 e 3R1
(Figura 2 a) e propriedades 11R1 e 9R1 (Figura 2 b), indicam que 45% do Cu-EPA foi
extraido pelo EDTA e que, portanto, representa a fracdo disponivel as plantas. Com isso, em
23R1, 3R1, 11R1 e 9R1 os teores disponiveis superam o teor referenciado como necessario as
plantas de 1,0 mg kg™ (CQFS RS/SC, 2016) em 115, 50, 10 e 15 vezes. Porém, alguns
estudos relatam que o EDTA pode extrair entre 10% e até 95% do Cu total (BRUN et
al.,1998; BRUNETTO et al., 2018). Altas correlagbes Cu-EDTA com Cu total podem néo
corresponder com os teores realmente absorvidos pelas plantas, devido as caracteristicas das

proprias plantas, as quais podem alterar as propriedades fisicas e quimicas junto a rizosfera
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por meio da liberagdo de exsudatos e, desta forma, influenciar a disponibilidade e a
mobilidade do Cu na rizosfera para as raizes, induzindo a altera¢cdes nas concentragdes idnicas
e no pH (MIOTTO et al., 2017).

O teor total de Cu (Cu-EPA) presente em um solo, apesar de geralmente ndo
apresentar uma relacdo direta com o Cu absorvido e acumulado pelas plantas (MIOTTO et al.,
2014), é o referencial para avaliacdo do potencial de contaminacdo ambiental pelo metal
pesado em diversos paises como o Brasil (CONAMA, 2009), Estados Unidos da América
(USEPA, 1993), Australia e Nova Zelandia (ANZECC/NHMRC, 1992) e na Europa (Council
Directive 86/278/EEC, 1986). Na legislacdo ambiental brasileira foram estipuladas
concentragOes totais de Cu em &reas exploradas pela agricultura como valores referenciais
para a prevencdo (VP) e para investigacdo (V1), sendoas mesmas de 60 e 200 mg kg™,
respectivamente (CONAMA 2009). No entanto, legislacBes estaduais apresentam valores
distintos e outros parametros. No estado de S&o Paulo, 35 mg Cu kg™ de solo é considerado o
valor de referéncia de qualidade (VRQ), enquanto o VI para solos agricolas é de 760 mg Cu
kg™, determinados pelos métodos 3050B ou 3051A, da USEPA (CETESB, 2016). Para o
estado do Rio Grande do Sul foram estipulados VRQs de acordo com solos das cinco regides
geomorfolégicas, os quais variam de 9 a 203 mg Cu kg™ de solo agricola e VI=VRQ=VP de
203 mg Cu kg™ em solos agricolas da regido 1 (FEPAM, 2014), na qual estdo inseridas as
quatro propriedades avaliadas no presente estudo. Diante desses referenciais, embora 0s
mesmaos apresentem diferencas, é possivel observar que os solos amostrados em CN, CA e CP
de 23R1 e CA e CP de 3R1 superam os respectivos VRQs de acordo com a legislacdo do
CONAMA e CETESB. Somente o teor de Cu total de 260,23 mg Cu kg™ do solo amostrado
em CP de 23R1 (Tabela 3) supera os valores de investigacdo do CONAMA e da FEPAM, o
que indica a necessidade de praticas que reduzam o teor de Cu nos solos dessa area amostrada
(CONAMA 2009), porém o mesmo esta abaixo do V1 estipulado pela CETESB.

De uma forma geral, os teores de Cu presentes no solo foram maiores nas areas de
solo cultivados em CP e CA. Alem do uso de fertilizantes quimicos e organicos, esses
aumentos podem estar associados ao uso de fungicidas, especialmente os cupricos, cujos
principios ativos mais comuns sdo o oxicloreto de Cu e o sulfato de Cu, 0s quais apresentam
elevada eficacia e baixo custo. O acimulo de Cu no solo pode ocorrer porque a préatica de
aplicagdes destes fungicidas nas areas de cultivo de hortaligas foi elencada como rotineira,
sendo realizada semanalmente, pelos agricultores nas quatro propriedades estudadas.

Outra caracteristica importante a ser considerada em estudos futuros € a pratica do

frequente revolvimento dos solos cultivados com hortalicas, seja em cultivo a campo aberto
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ou cultivo protegido. Ao longo dos ciclos de cultivo das culturas agricolas, a camada
superficial do solo (0-5 cm) recebe de forma direta o Cu e demais nutrientes aportados via
adubacdo em superficie e/ou oriundos de aplicacBes foliares (fertilizantes e agrotoxicos),
sendo nela frequentemente observados os maiores teores de Cu (DE CONTI et al., 2016;
TIECHER et al., 2017; MIOTTO et al., 2017; COMIN et al., 2018; BRUNETTO et al., 2018).
Desta forma, o revolvimento do solo, além de misturar e homogeneizar o Cu, pode acelerar a
transferéncia destes teores elevados do metal pesado para camadas mais profundas (MIOTTO
et al., 2017), aumentando riscos de contaminacdo ambiental em areas com elevados teores de
Cu. Isto pode ocorrer por meio da transferéncia fisica do Cu ligado a fracdo sélida do solo da
camada superficial para 0os mananciais hidricos por meio da eroséo de particulas do solo, bem
como pela lixiviacdo do Cu em solucdo (FERNANDEZ-CALVINO et al. 2012, SILVA et al.,
2016). Cabe ressaltar que na regido em que estdo inseridas as propriedades 11R1 e 9R1, a
atividade agropecuéria e os insumos nela empregados sdo considerados fontes de
contaminacdo das aguas pelo Cu (FEPAM, 2013, NASCIMENTO et al., 2014).

As propriedades 23R1, 3R1, 11R1 e 9R1 cultivam hortalicas a 31, 24, 28 e 23 anos,
respectivamente. Isso reforca a importancia da determinacdo dos teores de Cu nas camadas
mais profundas do solo, pois ao longo desse periodo estima-se que tenham ocorrido pelo
menos 100 revolvimentos do solo, considerando-se somente uma operagéo de revolvimento
por ciclo (aracdo ou gradagem) e a realizacdo de quatro ciclos de cultivo por ano
(implantacdo), sem considerar 0 encanteiramento, outro processo de revolvimento muito
comum em cultivos convencionais no solo (FILGUEIRA, 2012; NASCIMENTO et al., 2014;
ANDRIOLO, 2017), o que dobraria 0 nUmero de operacdes. Portanto, reducfes no nimero de
revolvimentos e adocdo de praticas conservacionistas, como o cultivo minimo e o plantio
direto de hortalicas, poderdo minimizar a transferéncia de Cu via erosao e lixiviacdo. No
entanto, com isso poderd ocorrer a concentracdo de Cu na camada mais explorada pelo
sistema radicular da maioria das hortalicas (0-20 cm) (FILGUEIRA, 2012). Além disso, com
o revolvimento do solo pode ocorrer o aumento da oxidagdo da MOS, que pode aumentar a
disponibilidade de Cu, pois a mesma é responsavel por boa parte da complexacdo de Cu
(GIROTTO et al., 2010; BRUNETTO et al., 2018).

Os altos teores de Cu-EDTA e Cu-EPA observados no solo CP de 23R1 podem ser
atribuidos a existéncia de uma area de videira na qual foram realizadas aplicacdes frequentes
de calda bordalesa, anteriormente ao uso para cultivo protegido de hortalicas (informac6es do
proprietério). Isto evidencia um possivel cenario que poderd ocorrer com maior frequéncia em

regides tradicionalmente dedicadas ao cultivo de videiras, como nas regides Sul do estado de
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Santa Catarina e na da Serra do estado do Rio Grande do Sul, as quais j& apresentam &reas
com teores elevados de Cu, relatados como prejudiciais as plantas avaliadas (CASALI et al.
2008; NOGUEIROL et al., 2010; BRUNETTO et al., 2016; BRUNETTO et al., 2018;
COMIN et al., 2018). Nessas areas, caso venha ocorrer a substituicdo da videira pelo cultivo
de espécies de hortalicas sensiveis ao Cu, o crescimento das plantas e a producdo dessas
culturas podera ser prejudicada, assim como possivelmente j& possa estar ocorrendo na
propriedade 23R1 avaliada nesse estudo. Nesses casos, 0 excesso de Cu nos solos cultivados
com hortalicas também pode resultar em elevadas concentracGes de Cu em partes das plantas
que compdem a dieta humana, o que predispde seus consumidores a ingestdo excessiva deste
metal, uma vez que o consumo de hortalicas € considerado a principal fonte de exposi¢cdo
humana a metais pesados, podendo ser responsavel por 90% da ingestdo total
(MARTORELL et al., 2011; REHMAN et al., 2017).

5 CONCLUSAO

Foram constatados incrementos nos teores de Cu no solo em areas cultivadas com
hortalicas em decorréncias dos tratos culturais e manejos aplicados ao solo, alterando teores
de Cu na solucdo do solo, na fragdo disponivel e Cu total, tanto em areas de CA, como de CP.
Esse aumento nos teores de Cu em formas mais labeis favorece a biodisponibilidade do metal
no solo, podendo ocasionar danos as plantas e microrganismos do solo, bem como aumenta o
risco de contaminacdo ambiental. O solo do ambiente CP da propriedade 23R1 apresentou
teor total de Cu potencialmente contaminante, o qual superou o valor referencial de qualidade
e valor de intervencdo constante na legislagio ambiental brasileira e estadual, merecendo
atencdo e monitoramento assim como a adocdo de medidas para reducdo ou estabilizacdo do
seu teor. Isto evidencia a importancia da realizacdo de estudos futuros envolvendo a coleta e
as determinacOes dos teores de Cu em hortalicas cultivadas nos solos amostrados, 0s quais
contribuirdo com a elucidacdo da ocorréncia de fitotoxidez e dos riscos associados a saude

dos consumidores de hortalicas cultivadas em ambientes com teores elevados deste metal.
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Tabela 1 - Identificacdo das propriedades amostradas, municipios, classe de solos e

coordenadas georgréficas das 25 propriedades amostradas.

Identificacdo Municipios Classe de solo Coordenadas geograficas
1R3 Santa Maria Argissolo 29°41'27.67"S; 53°42'34.38"0
2R3 Santa Maria Planossolo 29°38'51.81"S; 53°40'36.51"0
3R1 Cruz Alta Latossolo 28°36'29.69"S; 53°37'43.50"0
4R4 Cruz Alta Latossolo 28°34'49.23"S; 53°32'28.35"0
5R2 Cacapava do Sul Neossolo 30°33'18.41"S; 53°28'40.26"0
6R4 Cacapava do Sul Planossolo 30°35'42.87"S; 53°22'39.61"0
7R5 Turugu Argissolo 31°26'27.23"S; 52°13'40.39"0
8R3 S&o Vicente do Sul Argissolo 29°41'1.18"S; 54°41'12.78"0
9R1 Feliz Chernossolo 29°31'3.96"S; 51°19'30.71"0
10R4 Cacequi Argissolo 29°51'55.86"S; 54°49'47.29"0
11R1 Bom Principio Chernossolo 29°30'39.29"S; 51°21'21.17"0
12R1 Cruzeiro do Sul Nitossolo 29°32'59.30"S; 52° 3'36.62"0
13R1 Venancio Aires Argissolo 29°34'14.05"S; 52°12'2.29"0
14R3 Santa Cruz do Sul Argissolo 29°40'42.11"S; 52°19'16.01"0O
15R2 Séo Sepé Argissolo 30°11'4.21"S; 53°36'47.98"0
16R3 S&o Gabriel Argissolo 30°21'7.08"S; 54°16'57.43"0
17R1 Erechim Latossolo 27°39'56.73"S; 52°18'41.99"0
18R1 Caxias do Sul Cambissolo 29°13'18.26"S; 51°1'13.13"0
19R2 Cangugu Neossolo 31°25'44.40"S; 52°40'3.07"0
20R5 Camaqua Argissolo 30°49'6.77"S; 51°46'44.64" 0
21R1 Passo Fundo Latossolo 28°14'30.07"S; 52°33'20.33"0
22R4 Tabai Argissolo 29°41'31.80"S; 51°42'18.08"0O
23R1 Santa Rosa Latossolo 27°46'56.37"S; 54°27'29.19"0
24R1 Itaqui Planossolo 29° 7'47.54"S; 56°33'48.01"0
25R1 Julio de Castilhos Argissolo 29° 9'54.77"S; 53°39'37.96"0O

Na identificacdo o R seguido dos numeros (1, 2, 3, 4, 5), significa regido geomorfoldgica na qual esta inserida a
propriedade. Vide Figura 1.
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Figura 1 - Localizacdo georeferenciada das propriedades amostradas de acordo com as cinco
provincias geomorfoldgicas/geoldgicas constantes na Portaria FEPAM n.° 85 /2014.
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Elaborado pelo autor. Fonte: Mapa Geolégico, CRPM 2006. Adaptado de FEPAM, 2014.




56

Tabela 2- Caracterizacdo dos teores de argila, matéria organica, pH em agua, CTC pH7,0 e
teores de Cu avaliadas em amostras referentes aos ambientes: campo nativo ou mata (CN);
cultivo a campo aberto (CA) e cultivo protegido (CP) das quatro propriedades selecionadas
para posterior determinacgéo dos teores de Cu por CaCl,, EDTA e EPA.

Argila M.O pH em agua Cu
CTCpH70 ———
Ambiente (g kg™ (1:1) (mg dm’®)

23R1

CN 690 31 57 13,1 7,40

CA 790 22 55 11,5 10,38

CP 470 31 53 17,0 60,00
3R1

CN 360 18 53 7,9 1,08

CA 600 24 4,8 10,1 11,32

CP 470 30 53 22,6 13,90
11R1

CN 170 12 4,6 6,9 1,54

CA 140 17 6,3 6,0 7,47

CP 90 29 59 8,4 10,00
9R1

CN 320 23 53 16,2 3,00

CA 200 17 7,2 14,6 2,67

CP 140 28 7,4 12,9 12,5
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Tabela 3 - Contrastes ortogonais dos teores de Cu presentes no campo nativo ou mata (CN);
area de cultivo de hortalicas a campo aberto (CA); area de cultivo de hortalicas sob cultivo
protegido (CP) das quatro propriedades apés extracdo por CaCl, (a), EDTA (b) e EPA.

Ambiente 23R1 3R1 11R1 9R1

Cu — CaCl, (mg kg)

Campo Nativo (CN) 0,14 0,34 0,60 0,76
Campo Aberto (CA) 0,18 0,55 0,73 0,93
Cultivo Protegido (CP) 0,57 0,64 0,85 0,99

Teste F contraste ortogonal

CNxCAeCP o o o *
CNx CA ns ** *x *x
CN x CP *k *k Kk Kk
CAXCP ** ns Hk ns

Cu - EDTA (mg kg™

Campo Nativo (CN) 18,65 1,79 2,06 7,81
Campo Aberto (CA) 21,70 18,23 10,67 10,88
Cultivo Protegido (CP) 105,41 18,72 12,42 11,66

Teste F contraste ortogonal

CNxCAeCP ** ** fal fa
CN x CA ** ** fal fal
CNx CP ** ** o *x
CAxCP ** ns e ns

Cu—EPA (mg kg™

Campo Nativo (CN) 110,12 18,97 10,90 22,57
Campo Aberto (CA) 116,17 116,80 21,33 28,10
Cultivo Protegido (CP) 260,23 117,60 22,70 31,60

Teste F contraste ortogonal

CNxCAeCP *x *x *x *x
CN x CA ns *x *x *x
CN X CP *%* *%* ** **
CAXxCP ** ns ns *k

** significativo ao nivel de significancia de 0,001. ns ndo significativo.
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Figura 2 - Correlacao entre teores médios de Cu-EPA e Cu-EDTA avaliadas em amostras de
solo referentes aos ambientes: campo nativo ou mata (CN); cultivo a campo aberto (CA) e
cultivo protegido (CP) das propriedades 23R1 e 3R1 (n= 6) (a) e das propriedades 11R1 e
9R1 (n=6) (b). Linha pontilhada representa linha de referéncia.
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Tabela suplementar 1 - Propriedades quimicas, fisicas e mineralogicas avaliadas em amostras
referentes ao ambiente cultivo protegido (C.P) das 25 propriedades amostradas e

extrator/metodologia utilizada.

Determinacéo )

Extrator (método)®

pH (agua)
Acidez total (H+Al)

P disponivel

K disponivel

Na trocavel

Ca trocavel

Mg trocavel

Al trocével
CTC efetiva
CTC ph70

Saturagdo aluminio trocavel (m)

Saturacdo de bases(V)
Cu disponivel
Zn disponivel
S extraivel
B disponivel
Méteéria organica
Teor de argila

Relag&o solo:agua 1:1
indice SMP
Mehlich-1
Mehlich-1
Mehlich-1
KCI 1 mol L™
KCI 1 mol L™
KCI 1 mol L™
Ca+ Mg+ K+ Al
Ca+ Mg + K + Na + (H+AI)
(AI/CTC gfetiva) *100
((Ca+ Mg+ K)/ CTCp70)*100
Mehlich-1/EAA-ICP
Mehlich-1/EAA-ICP
Ca (H,PO,) (500 mg L™ P)
Agua quente
Oxidacao sulfocrdmica/colorimetria

Densimetria

! De acordo com os procedimentos descritos por Tedesco et al., 1995. ° Fonte: SBCS-NRS, 2016.
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Tabela suplementar 2 - Identificacdo e municipios nos quais foram coletadas amostras e propriedades quimicas, fisicas e mineralégicas avaliadas

em amostras referentes ao ambiente cultivo protegido (C.P) das 25 propriedades amostradas.

Ca Mg Al H+Al CTC erriva  Saturagdo (%) . %MO % Argila S P®*Mehlich K CTCpnr K Cu Zn B

Id*. Municipios pH agua 1:1 Indice SMP —————— Textura
cmol dm’® Al Bases miv mg dm™® cmol dm™ mg dm™®

1R3 Santa Maria 6,2 76 23 00 22 10,7 00 830 6,6 35 14,0 4 189 4498 08 129 332 93 93 08
2R3 Santa Maria 6,5 111 26 00 22 15,1 00 874 6,6 31 14,0 4 16,9 4498 14 173 540 34 151 07
3R1 Cruz Alta 53 54 28 01 137 9,0 1,1 396 5,0 3,0 47,0 2 13,3 304,0 08 226 304 139 32 08
4R4? Cruz Alta 71 101 36 00 04 14,4 00 973 8,0 33 19,0 4 14,4 4498 0,7 148 260 38 70 07
5R2 Cagapava do Sul 6,3 89 25 00 10 12,0 00 921 73 3,2 17,0 4 125 4498 06 130 248 7,1 165 08
6R4  Cacapava do Sul 6,6 154 72 00 22 23,0 00 912 6,6 34 24,0 3 134 147,7 04 252 140 10 50 07
7R5 Turugu 48 21 07 05 17 35 143 639 6,8 2,8 16,0 4 10,0 202,4 01 47 56 10 26 07
8R3  Sdo Vic. do Sul 6,6 79 29 00 55 11,3 00 67,0 58 33 14,0 4 14,8 101,8 05 168 180 02 09 07
9R1 Feliz 74 63 32 00 20 10,9 0,0 84,9 6,7 2.8 14,0 4 21,4 4498 14 129 552 125 17,7 08
10R4 Cacequi 54 68 39 01 08 12,2 08 935 75 4,0 9,0 4 220 4498 14 129 548 13 13,7 08
11R1  Bom Principio 59 30 11 00 39 45 0,0 532 6,1 29 9,0 4 113 4498 03 84 128 10,0 12,2 0,6
12R1  Cruzeiro do Sul 7,2 129 27 00 20 16,9 00 896 6,7 29 36,0 3 84 3264 13 189 520 65 78 07
13R1 Venancio Aires 6,7 148 6,0 00 14 22,9 00 941 7,0 4,0 32,0 3 13,6 500,0 20 243 800 7,7 168 08
14R3  S. Cruz do Sul 6,7 11,7 21 00 22 14,4 00 865 6,6 34 14,0 4 10,5 500,0 06 166 228 14 52 19
15R2 S&o Sepé 55 43 17 00 16 6,9 00 812 6,9 31 16,0 4 10,7 3264 10 85 404 33 121 13
16R3  S&o Gabriel 59 75 25 00 44 10,6 00 708 6,0 34 18,0 4 16,8 3703 06 150 240 28 159 08
17R1 Erechim 6,4 147 58 00 25 22,6 00 899 6,5 37 29,0 3 17,7 500,0 20 251 800 85 431 07
18R1  Caxias do Sul 49 93 32 03 22 14,6 21 867 6,6 39 14,0 4 151 359,2 19 165 728 82 306 08
19R2 Cangugu 59 64 25 00 87 10,0 0,0 53,4 54 34 24,0 3 18,4 420,5 11 187 424 11 71 07
20R5 Camaqua 48 51 09 02 22 6,6 30 741 6,6 29 19,0 4 155 4498 04 86 160 26 95 08
21R1  Passo Fundo 6,0 115 39 00 62 16,2 00 722 57 34 30,0 3 12,5 500,0 07 224 284 82 418 07
22R4 Tabai 6,1 104 3,7 00 25 16,0 00 863 6,5 37 9,0 4 8,8 500,0 19 185 732 33 51,4 07
23R1 Santa Rosa 53 79 17 02 62 11,0 18 637 57 31 47,0 2 93 309,0 12 17,0 488 600 326 08
24R1 Itaqui 6,1 88 36 00 20 13,6 00 87,0 6,7 3,6 14,0 4 12,8 500,0 12 156 460 2,1 31,3 08
25R1 . de Castilhos 5,6 83 23 00 49 12,1 00 710 59 29 29,0 3 140 4498 14 17,0 560 64 331 08

!1d.= identificacdo (n° sequencial, seguido da respectiva regido, R1, R2, R3, R4, R5); “Propriedade com certificacdo organica por auditoria; > A critério do laboratdrio a

geralmente a determinac&o dos teores de P é encerrada no momento que superar 450 mg dm’.






ESTUDO 2 - IMPACTO DE CONCENTRACOES DE COBRE NA SOLUCAO
NUTRITIVA SOBRE PARAMETROS MORFOLOGICOS E FISIOLOGICOS EM
PLANTAS DE BETERRABA E REPOLHO, E O RISCO POTENCIAL DA SUA
INGESTAO A SAUDE HUMANA

RESUMO

O excesso de cobre (Cu) no tecido de hortalicas pode causar toxidez e representar um risco a
salde do consumidor, o que nédo é suficientemente conhecido na literatura mundial. O estudo
objetivou avaliar o efeito de concentragdes de Cu na solugdo nutritiva sobre parametros
morfologicos e fisioldgicos em plantas de beterraba e repolho, e o risco potencial da sua
ingestdo a satde humana. Plantas de beterraba e repolho foram cultivadas durante 90 dias em
vasos com areia e fertirrigadas com solucdo nutritiva contendo cinco concentragdes de Cu na
solugdo nutritiva (0,02; 0,27; 0,52; 0,77 e 1,02 mg Cu L™). O crescimento das plantas,
paramentos fisiologicos e bioquimicos relacionados a fotossintese e as respostas antioxidantes
foram avaliados em folhas e os teores e 0 acimulo de Cu nos 6rgaos de ambas as espécies. A
média diaria de ingestdo de Cu (MDl¢,) e o quociente de risco (QR) associado ao consumo da
raiz tuberosa da beterraba e do repolho foram estimados. O aumento do Cu em solucéo
reduziu o crescimento da beterraba e aumentou as concentracdes e o acumulo de Cu em
orgdos de beterraba e repolho, os quais aumentaram a MDlIc, € 0 QR. Isto evidencia possiveis
riscos a salde humana a partir do consumo in natura de raizes tuberosas de beterraba e de

repolho, sendo esses proporcionais ao seu consumo didrio.

Palavras chaves: Beta vulgaris L.; Brassica oleracea var. capitata; metais pesados;

fitotoxidez; hortalicas; seguranca alimentar.
ABSTRACT

Vegetables may exhibit excessive accumulation of nutrients, such as copper (Cu), wich may
cause toxicity to plants and potentialize the risk of its excessive introduction into the human
diet, which is not well known in the world literature. The objective of this research was to
evaluate the effect of Cu concentrations in nutrient solution on morphological and
phisiological parameters of beet and cabbage plants and the potential health risk of their

consumption. Beet and cabbage plants were grown for 90 days in sand pots fertigated with
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nutrient solutions containing five concentrations of Cu (0.02, 0.27, 0.52, 0.77 and 1.02 mg Cu
LY. Plant growth, physiological and biochemical parameters related to photosynthesis and
antioxidant processes in leaves and Cu content and accumulation in plant organs of both
species were determined. The average daily intake of Cu (MDICu) and the risk quotient (QR)
associated with the consumption of beet taproots and cabbage were also determined. The
increase of Cu in the nutrient solution reduced beet growth and increased Cu content and its
accumulation in beet and cabbage tissues, increasing MDICu and QR. It was concluded that
the in natura consumption of beet taproots and cabbage can face risks to human health, which

are proportional to their daily intake.

Keywords: Beta vulgaris L; Brassica oleracea var. capitata; heavy metal; toxicity;

vegetables; food security

1 INTRODUCAO

Uma dieta que contemple o consumo de hortalicas é essencial para a saide humana,
por serem fontes de fibras, vitaminas, minerais e antioxidantes. Por outro lado, para que as
hortalicas manifestem os efeitos benéficos a elas atribuidos, precisam ser livres de agentes
toxicos aos seres humanos (SLAVIN; LLOYD, 2012). Atualmente, fertilizantes quimicos e
organicos sao aplicados em cultivos de hortalicas em solos, substratos e hidroponia
(WUANA; OKIEIMEN, 2011; SONG et al., 2017; LU; TIAN, 2017), expondo as plantas a
elevadas concentracdes de elementos quimicos, com os metais pesados, entre eles, o cobre
(Cu).

As adicdes continuadas e excessivas de Cu em sistemas intensivos de cultivos podem
expor as plantas a altas concentracdes de Cu na solucdo de cultivo, elevando a absorcdo e o
acumulo do metal nas plantas, comprometendo a produtividade das culturas e a qualidade dos
alimentos, além de colocar em risco a saude de seus consumidores (GUERRA et al., 2012;
KACHOLI e SAHU, 2018; GEBREYOHANNES e GEBREKIDAN, 2018). A toxidez de Cu
em plantas normalmente acontece quando a concentracdo foliar deste metal é superior a 20
mg Cu kg™ de massa seca (KABATA-PENDIAS, 2011; MARSCHNER, 2012). No entanto,
devido as distintas capacidades de absorcéo e translocagéo, as espécies diferem quanto as
concentragdes de Cu em orgdos (CUI et al., 2015; PAN et al., 2016), o que também ¢é
observado entre hortalicas folhosas e produtoras de raizes/caules e as hortaligas frutiferas (HU

et al., 2017; DING et al., 2018). Em uma mesma planta ocorrem diferentes concentracdes de
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Cu entre os 6rgdos, podendo a sua concentragdo atingir niveis toxicos em algum érgéo e nao
em outros (JOLLY et al., 2013; ADREES et al., 2015).

O excesso de Cu nos tecidos das plantas pode ocasionar danos oxidativos e
degeneracdo de componentes celulares, os quais sdo resultantes de desequilibrios entre a
reacdo antioxidante e o aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) nas
plantas (GIROTTO et al., 2013). Esses efeitos negativos do excesso do metal sdo variaveis de
acordo com a concentracdo no 6rgdo da planta e os mecanismos de tolerancia da espécie
vegetal, podendo alterar parametros morfoldgicos, bioguimicos e fisiolégicos (MATEOS-
NARANJO et al., 2013). Em plantas de beterraba expostas a elevadas concentragdes de Cu no
meio de crescimento do sistema radicular foram observadas diminui¢des no crescimento de
raizes e folhas e aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica (MORALES et al., 2012). Da
mesma forma, plantas de repolho expostas a concentra¢fes de Cu consideradas fitotoxicas
podem apresentar reducdo no conteudo de pigmentos fotossintéticos e na atividade
fotossintética (ALl et al., 2015).

Além dos distarbios fisioldgicos e bioquimicos ocasionados pelo excesso de Cu em
hortalicas, as elevadas concentracdes de Cu em tecidos utilizados para alimentacdo humana
predispdem seus consumidores a ingestdo excessiva deste metal. O consumo de hortalicas é
considerado a principal fonte de exposicdo humana a metais pesados, podendo ser responsavel
por 90% da ingestdo total (MARTORELL et al., 2011; REHMAN et al., 2017). Desta forma,
pode-se exceder os valores de referéncia dietética diaria, recomendados por agéncias de
regulamentacdo e avaliacdo de riscos a salude humana como a European Food Safety
Authority (EFSA), U.S. Department of Health and Human Services e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA-Brasil). Essa ingestdo excessiva de Cu pode causar disturbios
gastrointestinais, cardiovasculares, respiratorios e neuroldgicos em seres humanos (ADAMS e
KEEN, 2005; MENDOZA et al., 2017). Diante disso, algumas metodologias como o Hazard
Quocient (HQ) e Average Daily Intake (ADI) ou Recommended Dietary Allowance (RDA)
tém sido amplamente empregadas em estudos de riscos relacionados a alimentacdo humana e
permitem estimar o grau de risco ao consumidor de hortalicas quanto a presenca de
contaminantes (YANG et al., 2017; KACHOLI e SAHU, 2018). Atualmente, alguns estudos
tem relatado a existéncia de riscos a saude pelo consumo de hortalicas cultivadas em solos
com alta concentracdo de metais pesados ou quando e utilizada dgua para irrigacdo com altos
teores de metais pesados (KHAN et al., 2015; BALKHAIR e ASHRAF, 2016; YANG et al.,
2017; KACHOLI e SAHU, 2018; GEBREYOHANNES e GEBREKIDAN, 2018).
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Em geral em estudos realizados com plantas cultivadas sob diferentes concentragdes
de Cu, em solugdes nutritivas, as avaliagdes dos parametros morfoldgicos, fisiologicos e
bioquimicos sao realizadas apds curtos periodos de exposi¢do das plantas ao metal (dias ou
horas) (VINIT-DUNAND et al., 2002; ISERI et al., 2011; KULIKOVA et al., 2011; ALI et
al., 2015). Além disso, sdo escassos 0s estudos internacionais que avaliam o0s possiveis riscos
a salde humana e suas associa¢cdes ao consumo de determinadas partes de hortalicas que
tenham acumulado elevados teores de Cu em seus tecidos. Desta forma, torna-se necessario
conhecer a distribuicdo e a concentracdo do Cu nos orgdos, especialmente naqueles
consumidos na alimentagdo humana, e, com isso, estimar a ingestdio de Cu pelos
consumidores de hortalicas e o risco potencial a salude desses consumidores. Em cultivos
realizados no solo, a concentracdo do metal disponivel as plantas na solucdo do solo é dificil
de ser controlada devido as interacbes com 0s componentes minerais e organicos e também
pelas variagBes no teor de &gua. Por isso, a conducdo de pesquisas em sistema sem solo e com
solucdo nutritiva é mais adequada para a determinacdo de relac@es entre a concentracdo de Cu
no meio radicular, a absorcdo e acumulacdo nos tecidos das plantas.

O estudo objetivou avaliar o efeito de concentracdes de Cu na solucéo nutritiva sobre
parametros morfoldgicos e fisioldgicos em plantas de beterraba e repolho, e o risco potencial

da sua ingestdo a salde humana.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 DESCRIQAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado no periodo de 12 de marco a 09 de junho de 2015, na
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), em Santa Maria, regido Sul do Brasil
(29°43'24.24"S e 53°43'12.36"W). Os cultivos foram realizados no interior de um abrigo de
200 m?, tipo guarda-chuva, com 65% de superficie de ventilacio, coberto com polietileno
aditivado anti-UV de 200 um de espessura e com 80% de transmissividade. A temperatura
média do ar e a umidade relativa do ar no ambiente de cultivo foram obtidas por meio de dois
registradores eletronicos (NOVUS, LogBox-RHT-LCD, Brasil), instalados sobre as plantas,
sendo o valores obtidos apresentados na Figura 1. O sistema de cultivo foi constituido por
vasos de polietileno com volume de 2,5 dm®, preenchidos com areia de granulometria entre 1

e 3 mm e capacidade mé&xima de retencdo de agua de 0,238 L dm™. Os vasos foram dispostos
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sobre bancadas a 0,80 m de altura do solo, com 1,10 m de largura e 4 m de comprimento,
distribuidos em cinco fileiras de plantas de beterraba e trés de repolho.

Mudas de beterraba (Beta vulgaris L. cultivar Katrina) e de repolho (Brassica
oleracea var. capitata cultivar Fuyutoyio) foram produzidas em bandejas de poliestireno de
200 alvéolos, contendo 16 cm® por alvéolo do substrato granulado a base de fibra de coco
(Golden Mix®). Uma planta de beterraba e uma de repolho foram transplantadas em cada vaso
e cultivadas concomitantemente. Os vasos com as plantas de beterraba foram organizados
com espacamento de 0,3 m na fileira e 0,27 m entre fileiras, totalizando 12 vasos por metro
quadrado. Os vasos com plantas de repolho foram organizados com 0,6 m de distancia na
fileira e 0,27 m entre fileiras, totalizando 6 vasos por metro quadrado. As bancadas foram
constituidas por telhas de fibrocimento revestidas com lona de polipropileno.

Durante o periodo experimental a agua e os nutrientes foram fornecidos por
fertirrigacdo, através de fita gotejadora, com um gotejador por vaso. A solucdo nutritiva foi
preparada e armazenada em caixas de polipropileno de 500 L e fornecida as plantas através de
uma motobomba controlada por um programador horario. Com base na transpiracdo potencial
de hortalicas cultivadas no local (TAZZO et al., 2012) e no coeficiente de drenagem de 30%,
foram realizadas trés fertirrigaces diariamente. Cada fertirrigacdo foi realizada durante 15
minutos, totalizando 1.550 mL por vaso a cada dia. O volume de solucdo nutritiva drenado
retornou a caixa de estocagem da solu¢do nutritiva e foi reutilizado, em sistema fechado.

A composicdo quimica da dgua empregada na elaboracdo das solucdes nutritivas ndo
detectou a presenca de Cu até o limite de 0,04 mg L™ (Standard Methods 3111 B). A solugdo
nutritiva usada nas fertirrigacdes possuia a seguinte composicdo (mmol L™?): 12,24 de NOs”;
3,0 de NH,"; 2,5 de H.POy4; 6,5 de K*; 2,62 de Ca*% e 2,0 de Mg*. As concentragbes dos
micronutrientes, com excecéo do Cu, foram (mg L™): 0,03 de Mo; 0,26 de B; 0,50 de Mn;
0,22 de Zn, fornecidos por meio de uma solucdo estoque. A concentracdo de Fe foi de 1,0 mg
L™, fornecido separadamente, na forma quelatizada (EDDHA). Essa solucdo nutritiva
apresentou condutividade elétrica (CE) igual a 1,5 dS m™ e pH de 5,8. As fontes de
macronutrientes foram os fertilizantes nitrato de potassio (KNOs), monoamdniofosfato
(NH4H2PO,), nitrato de calcio-Calcinit® (Ca(NO3),) e sulfato de magnésio (MgSO,).

O delineamento experimental usado nos cultivos foi inteiramente casualizado, com
cinco repeticdes. Os tratamentos, em ambas as culturas, foram cinco concentragdes de Cu
adicionadas na solugdo nutritiva: 0,02; 0,27; 0,52; 0,77 e 1,02 mg Cu L™. A fonte de Cu usada
foi sulfato de Cu pentahidratado (CuSO,4.5H,0) (25% Cu). A condutividade elétrica (CE) e 0
pH da solucdo nutritiva foram medidos diariamente. Sempre que o valor medido da CE
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apresentava desvio de 5% em relacdo ao valor de referéncia (1,5 dS m™) foram feitas
corre¢Bes adicionando-se dgua ou aliquotas de nova solucdo nutritiva nas concentracGes de
referéncia. O pH foi mantido entre os limites de 5,5 e 6,0, mediante adicdo de NaOH para
aumentar o valor do pH e de H,SO, para reduzir o valor do pH, nas concentracdes de 1 mol L

12 0,5mol L, respectivamente.
2.2 PARAMETROS FISIOLOGICOS E PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

Aos 55 dias ap0ds o transplante (DAT) foram avaliados os parametros fisiologicos na
terceira folha completamente expandida em cinco plantas por tratamento. As avaliagdes foram
realizadas no periodo entre 08 e 11:00h, com a utilizacdo do medidor portatil Infra Red Gas
Analyzer (IRGA), (LI-COR; LI-6400XT; EUA), utilizando uma radiacdo fotossinteticamente
ativa de 1000 pmol m2 s * e concentracio de CO, de 400 pmol mol™. Foram determinadas a
taxa fotossintética (A), condutancia estomatica de vapores de agua (Gs), a concentracdo
interna de CO? (Ci), taxa transpiratoria (E), a eficiéncia do uso da agua (EUA), obtida pela
relacdo entre quantidade de CO, fixado pela fotossintese e quantidade de agua transpirada, e a
eficiéncia instantanea de carboxilagéo pela rubisco (A/Ci).

Aos 78 DAT foram coletadas trés folhas das plantas de beterraba e repolho em cada
uma das trés plantas amostradas aleatoriamente em cada tratamento, sendo as trés folhas
recém expandidas com area foliar similar as folhas mais velhas nas plantas de beterraba e trés
folhas do terco meédio, que ndo constituiam a cabeca, nas plantas de repolho. As folhas
coletadas foram imediatamente acondicionadas em N, liquido e armazenadas a -80°C em
ultra-freezer (Indrel, RVV 880D, Brasil). A extracdo de clorofila a, colorofila b e carotenoides
foi realizada em 0,05 g de limbo foliar, seguindo metodologia proposta por Hiscox e
Israeslstam (1979). A absorbancia do extrato obtido foi determinada a 663, 645 e 470 nm,
para a clorofila a, clorofila b e carotenoides, respectivamente, usando espectrofotdmetro
(FEMTO, Espectrofotébmetro 800 XI, Brasil). O teor dos pigmentos fotossintéticos foi
calculado de acordo com a metodologia proposta por Lichtenthaler (1987). A partir dos teores
dos pigmentos fotossintéticos foram calculadas a clorofila total (clorofila a + clorofila b) e as

relacdes clorofila a/clorofila b e carotenoides/clorofila total.
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2.3 ANALISES BIOQUIMICAS

A concentracdo de malondialdeido (MDA), substancia reativa ao acido tiobartdrico
(TBARS) foi determinada indiretamente, através do nivel de peroxidacdo lipidica pelo
método descrito por EI-Moshaty et al. (1993), com posterior determina¢do a 532 e 600 nm em
espectrofotometro (FEMTO, Espectrofotobmetro 800 XI, Brasil). Para a determinagdo das
enzimas superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) e peroxidases (POD, EC 1.11.1.7), obteve-
se 0 extrato enzimatico a partir de 0,5 g de tecido foliar fresco, macerado com N liquido e
homogeneizado com 3,0 mL de tampé&o fosfato de sodio (TFNa) 50 mM (pH 7,8), contendo
EDTA 1,0 mM, e 0,5% (v/v). O extrato foi centrifugado a 13000 g por 20 minutos a4 °C e 0
sobrenadante foi coletado (ZHU et al., 2004). Aliquotas de 0,5 mL foram estocadas em
freezer a -80°C até 0 momento da quantificacdo das enzimas. A atividade da enzima SOD foi
determinada de acordo com o método espectrofotométrico, descrito por Giannopolitis e Ries
(1977). Ja a atividade da enzima POD presente no extrato foi determinada segundo Zeraik et
al. (2008), enquanto a concentracdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) foi determinada de

acordo com o0 método descrito por Loreto e Velikova (2001).

2.4 PRODUCAO DE MASSA FRESCA E SECA

Aos 90 DAT foram coletadas plantas de cinco vasos de beterraba e repolho em cada
um dos tratamentos. Inicialmente foi coletada a parte aérea de cada planta e pesada usando
balangca com 0,01 g de preciséo (Shimadzu, BL 3200H, Brasil), para a determinagdo de massa
fresca da parte aérea (MFPA) e massa fresca da raiz tuberosa (MFRT) nas plantas de
beterraba e a massa fresca de cabeca (MFCA) nas plantas de repolho. As plantas coletadas
foram fracionadas em diferentes partes sendo a beterraba dividida em folhas, peciolos, raiz
tuberosa e raizes, e o repolho em folhas, cabeca, caule e raizes. Apo6s a secagem em estufa de
circulacdo forcada de ar a +65°C, ate atingir massa constante, foi determinada a massa seca
para cada um desses Orgdos, por meio da pesagem em balanca com precisdo de 0,001g
(Marconi, MABL500C, Brasil), obtendo-se a massa seca de folhas (MSFolhas), peciolos
(MSPeciolos), raiz tuberosa (MSRT) e raizes (MSRaizes) das plantas de beterraba e das
folhas que ndo formaram cabeca (MSFolha), folhas da cabeca (MSCA), caule (MSCaule) e
raizes (MSRaizes) das plantas de repolho. A massa seca total da parte aérea (MSPA) de
ambas as culturas foi determinada por meio da soma das massas secas (MS) dos 6rgaos

correspondentes.
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2.5 CONCENTRACAO DE COBRE E COBRE ACUMULADO NO TECIDO

Apds a secagem o0s Orgdos das plantas foram moidos em moinho do tipo Willey,
passados em peneira com malha de 20 mesh e submetidos a digestdo nitroperclorica
(Embrapa, 2009). No extrato obtido foi determinada a concentracdo de Cu, em
espectrofotdmetro de absorcdo atdbmica (Perkin Elmer, Aanalyst 200, EUA). Posteriormente,

foi calculado o Cu acumulado em cada 6rgéo e o total acumulado por planta.

2.6 INGESTAO DIARIA DE COBRE (MIDc,) E QUOCIENTE DE RISCO (QR)

A média da ingestdo diaria de Cu (MIDc,) foi calculada para a raiz tuberosa na
beterraba e cabe¢a no repolho, como um produto do consumo médio diério de vegetais por
pessoa, percentual de massa seca do tecido e concentracdo média de Cu na MS conforme a
equacdo 1 (adaptado de USEPA, 1997):

MIDcy = MCy X % MS; x [Cu]; Equacédo 1
Onde: MIDg, é a ingestdo média diaria de Cu (mg pessoa™ dia™); MCq4 é 0 consumo médio
diario de hortalicas (kg pessoa dia™); % MS; é a porcentagem de massa seca do tecido (%
MS= (Massa seca tecido/Massa Fresca tecido)); e [Cu]; é a concentracdo de Cu na MS do
tecido (mg Cu kg™* MS). A MCq4 empregada foi de 0,05 kg dia™, que se aproxima da ingesto
diaria per capita de hortalicas no Brasil (IBGE 2011; CANELLA et al., 2018).

Os niveis de risco associados ao consumo das raizes tuberosas de beterraba e cabegas

de repolho foram avaliados usando o quociente de risco (adaptado de USEPA, 1989):

QR = (MCy x [Cu]y) / (DoR x M) Equacéo 2

onde: MCgq é consumo médio diario de hortalicas (kg pessoa™ dia™); [Cu]; é concentracdo de
Cu na MS do tecido (mg Cu kg™ MS): DoR é a dose oral de referéncia de Cu (mg Cu kg™ de
massa corporal dia™'); e Mc é a massa corporal (kg). A MCq4 empregada foi de 0,05 kg dia, que
representa, aproximadamente, a ingestdo per capita didria de hortalicas no Brasil (IBGE,
2011; CANELLA et al., 2018). A DoR utilizada foi de 0,04 mg Cu kg™ de massa corporal dia”
! (USEPA, 2015), enquanto a Mc considerada foi de 65 kg, que representa a massa corporal
média aproximada de adultos no Brasil (IBGE, 2011).
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2.7 ANALISE ESTATISTICA

A pressuposicdo de normalidade dos dados foi testada e encontrada por meio do Teste
de Kolmogorov-Smirnov e, posteriormente, foi realizada a analise da variancia. Quando os
efeitos dos tratamentos foram significativos (p<0,05), equacdes de regressédo foram ajustadas
testando-se 0os modelos linear e quadratico pelo teste F, escolhendo-se aquele com
significancia maior que 95%, por meio do software ASSISTAT versdo 7.7. Quando ndo foi
observada diferenca significativa entre as médias obtidas para cada tratamento, foi calculado e

apresentado o valor médio da variavel analisada.
3 RESULTADOS
3.1 PARAMETROS DE CRESCIMENTO DAS PLANTAS

As variaveis de crescimento massa fresca da parte aérea (MFPA) e raiz tuberosa
(MFRT), massa seca da parte aérea (MSPA), folhas (MSFolhas), peciolos (MSPeciolos), raiz
tuberosa (MSRT) e raizes (MSRaizes) da beterraba, diminuiram linearmente com o aumento
das concentracfes de Cu na solugcdo nutritiva (Tabela 1). As maiores producdes de massa
fresca e seca dessas varidveis foram observadas no tratamento com a adi¢cdo da menor dose de
Cu (0,02 mg L), enquanto a menor producéo foi observada nas plantas cultivadas na maior
concentracdo de Cu (1,02 mg Cu L™) (Figura 2a, b, c). A reducdo na producdo de massa entre
estes tratamentos foi de 52,69; 54,34; 51,25; 55,17; 43,84; 49,62 e 68,55% para as variaveis
MFPA, MFRT, MSPA, MSFolhas, MSPeciolos, MSRT e MSRaizes, respectivamente. Por
outro lado, a relacdo parte aérea e raizes, calculada a partir da razdo entre a producdo de
matéria seca da parte aérea (MSFolhas + MSPeciolos) e a producdo de massa seca das raizes
(MSRT + MSRaiz) ndo foi afetada quando comparados os valores obtidos entre as
concentracdes de 0,02 e 1,02 mg Cu L™.

Nas plantas de repolho, a massa fresca da cabeca (MFCA) diminuiu linearmente com
0 aumento das doses de Cu, sendo esta reducdo de 24,80% no tratamento com a maior
concentracdo de Cu na solugédo nutritiva, em relacdo ao tratamento com menor concentracdo
(Figura 3a). As demais variaveis de crescimento avaliadas ndo diferiram estatisticamente com

0 aumento da concentragdo de Cu na solugéo nutritiva (Tabela 2).
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3.2 CONCENTRACAO E ACUMULO DE COBRE NOS ORGAOS

As concentracdes de Cu presentes na MSFolhas, MSPeciolos, MSRT e MSRaizes das
plantas de beterraba aumentaram com o aumento das concentraces de Cu na solucao
nutritiva (Tabela 1; Figuras 2 d, e). Nas plantas de beterraba, as concentra¢cbes maximos de
Cu nas folhas, peciolos e raizes tuberosas foram de 62,86; 27,62; e 50,84 mg Cu kg™ MS,
obtidas na maior concentracdo de Cu na solucdo nutritiva (1,02 mg L™?). Os aumentos
percentuais nas concentracdes de Cu observadas nas folhas, peciolos e raiz tuberosa, quando
comparadas essas concentracbes maximas as concentracbes minimas de Cu nos tecidos,
observados na menor concentracdo de Cu na solucdo nutritiva (0,02 mg Cu L™,
corresponderam a 170, 93 e 128%, respectivamente. Nas raizes, a concentragdo maximo de
Cu foi de 651,77 mg Cu kg™ MS, observada na concentracio de 0,93 mg Cu L™ de solucdo
nutritiva, representando um incremento de 616,54%, quando comparada a concentracao
observada na dose de 0,02 mg Cu L™ de solugdo nutritiva.

As concentracfes de Cu na MSFolhas, MSCA, MSCaule e MSRaizes das plantas de
repolho também aumentaram (Tabela 2; Figura 3 b, c), sendo as concentracfes maximas de
Cu nas folhas, cabeca, caule e raizes de 32,71; 25,54; 24,90 e 793,52 mg de Cu kg™* MS,
obtidas nas concentracbes de 1,02; 0,89; 0,87 e 1,00 mg Cu L™ de solugdo nutritiva,
respectivamente. Quando essas concentracbes foram comparadas as concentracdes presentes
na menor concentracdo testada (0,02 mg de Cu L™) os aumentos foram de 257, 108, 235 e
1344%, respectivamente.

O Cu acumulado nas folhas, peciolos e raizes tuberosas das plantas de beterraba
(Tabela 1) ndo diferiram estatisticamente com o aumento da concentracdo de Cu na solucgéo
nutritiva. No entanto, os conteldos presentes nas raizes e o conteudo total aumentaram de
forma quadratica (Figura 2 f). Entre os tecidos das plantas de beterraba, as raizes
apresentaram o maior acumulo de Cu. Neste 6rgdo, o maior acimulo de Cu foi observado na
concentracdo de 0,63 mg Cu L™, com contelido de 0,80 mg de Cu planta™. O acimulo total de
Cu nas plantas de beterraba também foi maior na concentracéo de 0,63 mg Cu L™, com 2,24
mg Cu planta™, enquanto o menor acimulo total de Cu foi observado na concentragéo de 0,02
mg de Cu L de solucéo nutritiva, com 1,34 mg planta™. Nas concentracdes de Cu na solucéo
nutritiva maiores que o ponto de maxima ajustado, ocorreu diminuicdo do Cu acumulado,
sendo esta reducgéo de 17,2% na maior concentracdo de Cu na solugéo.

O Cu acumulado nos érgdos das plantas de repolho (Tabela 2; Figura 3 d, e) diferiu

significativamente e aumentou de forma quadratica com o aumento das doses de Cu aplicadas
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na solucdo nutritiva. Dentre os diferentes 6rgdos, as raizes apresentaram o maior contetdo de
Cu, sendo que o maior acimulo foi de 8,22 mg Cu planta™, na concentracio de 0,8 mg Cu L™.
Nas folhas, cabeca e caule os contedtdos maximos foram observados nas concentracdes de
1,02; 0,70 e 0,73 mg Cu L™, com 2,76; 1,46 e 0,49 mg Cu planta'l, respectivamente. Estes
acumulos de Cu correspondem a um aumento respectivo de 237, 110, e 228%, quando
comparados aos obtidos no tratamento com a menor adi¢cdo de Cu na solucdo nutritiva. O
maior acimulo total de Cu ocorreu na concentracdo ajustada de 0,83 mg Cu L, com 12,78
mg Cu planta®, o que correspondeu a um aumento no contelido de Cu de 338% em
comparacdo ao observado na concentragdo 0,02 mg Cu L' de solugdo nutritiva. Nos
observamos diminui¢do no contetdo total de Cu nas plantas cultivadas nos tratamentos com a
adicdo de concentracdes de Cu na solucdo nutritiva superiores ao ponto de maximo acumulo
ajustado, resultando em diminuicdo de 4,27%, quando comparado ao Cu acumulado na

maxima concentracdo de Cu na solugéo nutritiva.
3.3 PARAMETROS FISIOLOGICOS E PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

A taxa fotossintética (A), condutdncia estomatica de vapores de agua (GS),
concentracdo interna de CO, (Ci), taxa transpiratoria (E), eficiéncia do uso da dgua (EUA) e
eficiéncia instantanea de carboxilacéo pela rubisco (A/Ci) avaliados nas plantas de beterraba e
repolho ndo diferiram estatisticamente entre as concentracdes de Cu aplicadas na solucao
nutritiva (Tabela 1; Tabela 2). Da mesma forma, os teores de pigmentos fotossintéticos e as
relagbes de clorofila a/clorofila b e carotenoides/clorofila total avaliados nas folhas das
plantas de beterraba e repolho, com excecdo do teor de clorofila b nas folhas das plantas de
repolho, ndo diferiram estatisticamente entre as concentracdes de Cu aplicadas na solucdo
nutritiva (Tabela 1; Tabela 2). O teor de clorofila b nas folhas das plantas de repolho
apresentou resposta quadratica, com o maior valor ajustado de 0,42 mg g MF de folhas na
concentracdo de 0,45 mg Cu L™ de solugdo nutritiva, enquanto o menor teor de clorofila b foi
de 0,28 mg g* MF de folhas, observado na concentragdo de 1,02 mg Cu L™ de solucdo

nutritiva.
3.4 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os niveis de TBARs, as atividades das enzimas SOD e POD e a concentracdo de H,0,

avaliados nas folhas de beterraba nédo diferiram significativamente nas concentracdes de Cu
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testadas (Tabela 1). Da mesma forma, as atividades de enzimas SOD e POD nas folhas das
plantas de repolho ndo diferiram em funcdo das concentracdes de Cu adicionadas a solucéo
nutritiva (Tabela 2). Por outro lado, os niveis de TBARs reduziram lineramente de acordo
com aumento das concentracbes de Cu adicionados na solucdo nutritiva (Tabela 2). Os
menores niveis de TBARs foram observados na maior concentracdo de Cu adicionado na
solugdo nutritiva (1,02 mg Cu L™), com 0,659 mmol de MDA mg™ proteina resultando em
uma diminuicdo de 45,49%, entre as concentracdes mais baixa e mais alta. Ja a concentracao
de H,O, apresentou resposta quadratica, tendo seu ponto de minimo ajustado na concentracdo
de 0,45 mg Cu L™ com 0,33 umol H,0, g* MF, enquanto a maior concentracio de H,0, foi
observada nas folhas das plantas cultivadas na concentracdo de 1,02 mg Cu L™, sendo a
mesma de 0,58 pmol H,0, g™* MF.

3.5 ANALISE DO RISCO POTENCIAL AOS CONSUMIDORES

A média de ingestdo diaria (MIDc,) calculada para a raiz tuberosa da beterraba
aumentou quadraticamente com o aumento das concentracdes de Cu de 0,02 para 1,02 mg Cu
L™ na solucdo nutritiva (Figura 4 a). A menor e a maior MDIc, foram observadas nas
concentragdes extremas de 0,02 e 1,02 mg Cu L™ com 0,08 e 0,21 mg Cu pessoa™ dia™,
respectivamente. A MID¢, estimada a partir dos tecidos da cabeca de repolho aumentou
linearmente com as concentracdes de Cu na solucdo nutritiva, sendo a maior MIDg,
observada na concentracéo de 1,02 mg L™ com 0,07 mg Cu pessoa™ dia™ (Figura 4a).

O quociente de risco (QR) estimado para a raiz tuberosa da beterraba e para a cabeca
do repolho aumentaram quadraticamente com o aumento da concentracdo de Cu em solugéo
nutritiva (Figura 4b). O maior QR estimado para a raiz tuberosa foi 0,98 na concentracédo de
1,02 mg Cu L™ de solugdo nutritiva. Para os tecidos da cabeca do repolho, 0 QR méximo

estimado foi de 0,48 observado na concentracéo 0,88 mg Cu L™.
4 DISCUSSAO

A diminuicdo observada no crescimento das plantas de beterraba (MFPA, MSPA,
MSFolhas e MSPeciolos) devido ao aumento das concentracfes de Cu na solucdo nutritiva
(Figuras 2a, 2b, 2c), pode ser atribuida a inibicéo da divisao e elongagéo celular causada pelo
aumento da concentragdo de Cu nesses tecidos (DEY et al., 2014; TIECHER et al., 2018).

Além disso, a reducdo do crescimento da parte aérea da beterraba pode estar associada a
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diminuicdo do crescimento radicular, ocasionado pelo aumento do Cu em solugdo e seu
contato direto com as raizes (LIU et al., 2014; SANCHEZ-PARDO et al., 2014; FLORES-
CACERES et al., 2015). Nesses casos, a absorcdo de agua e nutrientes é dificultada pelas altas
concentragdes de Cu na solugdo e no tecido radicular, o que contribui para reduzir o
crescimento e desenvolvimento das plantas (MARSCHNER, 2012; AMBROSINI et al., 2015;
CUBA-DIAZ et al., 2017). Por outro lado, o fato das plantas de repolho ndo terem seu
crescimento prejudicado pelas diferentes concentracGes de Cu aplicadas na solucdo nutritiva
pode estar associado a tolerancia desta espécie as maiores concentracdes de Cu e ao potencial
de absorver e acumular altos teores deste elemento nas raizes, sem manifestar alteracdes no
sistema radicular devido a sua rapida regeneracdo (RADULESCU et al., 2013).

As raizes das plantas desempenham papel importante na prevencao da translocacao de
teores excessivos de Cu para a parte aérea, especialmente para as folhas, onde ocasionam
maiores danos as plantas, devido aos importantes processos fisioldgicos que ocorrem neste
6rgdo (CAMBROLLE et al., 2015). Apesar das plantas disporem de mecanismos e estratégias
para evitar que os ions de Cu absorvidos alcancem a parte aérea em teores excessivos, 0S
teores de Cu nas folhas de beterraba e repolho foram maiores que 20 mg Cu kg™, quando
expostas a concentracdes de Cu na solucdo nutritiva superiores a 0,02 e 0,36 mg L™,
respectivamente. Esse teor foliar de Cu é referenciado como limitante ao crescimento de
plantas sensiveis ao Cu (KABATA-PENDIAS, 2011). A presenca do Cu em altos teores no
tecido foliar pode afetar a funcdo de transporte da membrana e dos canais i0nicos,
aumentando a permeabilidade ndo especifica, devido a alteracdes das propriedades da
membrana, o que induz desequilibrios nutricionais (JANICKA-RUSSAK et al., 2008;
CAMBROLLE et al., 2013; TIECHER et al., 2018). Tais desequilibrios podem ocorrer
devido as interacdes do Cu com grupos nitrogenados (N) das proteinas, ocasionando
alteracdes na relacdo nitrato/sulfato nas folhas, conforme observado em plantas de couve
chinesa (Brassica perkinks) cultivadas sob altas concentracbes de Cu (SHAHBAZ et al.,
2010).

O aumento das concentracdes de Cu nas raizes das plantas de beterraba e repolho
(Figura 2e; Figura 3c) possivelmente ocorreu porque parte do Cu pode ser armazenado no
apoplasto, ligado a grupos carboxilicos presentes na parede celular que possuem elevada
afinidade com o Cu, o que diminui a concentragdo no simplasto e restringe a quantidade de
Cu transportada para outros tecidos (AMBROSINI et al., 2015; AMBROSINI et al., 2018;
COMIN et al., 2018). Este acimulo no sistema radicular também pode ser resultado da forte

interacdo do Cu com os grupamentos sulfidricos de enzimas e proteinas do apoplasto das
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celulas da raiz (YRUELA, 2005). Além disso, pode ocorrer um aumento na producao
intracelular de acidos organicos, como o citrato (MURPHY et al., 1999; KELLER et al.,
2015), e fitoquelatinas que atuam no citosol, por meio da quelacdo dos ions metalicos.
Posteriormente, os ions quelados sdo sequestrados e compartimentalizados no vacuolo,
evitando maiores efeitos deletérios (JAN; PARRAY, 2016; TIECHER et al., 2018), sendo que
a quelacdo é considerada o principal mecanismo de defesa aos elevados teores de metais
pesados em Brassicaceas (MOURATO et al., 2015).

O fator de translocacdo (FT= teor de Cu nas folhas/teor de Cu nas raizes) obtido a
partir das equacdes dos teores de Cu nos tecidos (Tabela 1; Tabela 2) no tratamento 0,02 mg
Cu L, demonstram que as plantas de beterraba apresentam uma translocacio de Cu superior
as plantas de repolho, com FT de 0,25 e 0,11, respectivamente. Os FTs reduziram
drasticamente quando obtidos nas concentragcdes nas quais se verificou a maior concentracdo
de Cu na raiz das plantas de beterraba e repolho, cujos FTs foram iguais a 0,09 e 0,04,
respectivamente. Essas observacdes demonstram a existéncia de mecanismos de controle, que
atuam na limitacéo do transporte de Cu para a parte aérea, principalmente para os tecidos das
folhas, o que permite classificar ambas as culturas no grupo das nao hiperacumuladoras de Cu
(RASCIO; NAVARI-I1ZZ0, 2011).

O total de Cu acumulado pelas plantas de beterraba e nas raizes foi influenciado pela
diminuicdo do efeito de diluicdo do Cu devido a reducdo da producdo de massa seca das
plantas com o aumento das concentracfes de Cu na solucdo e também pela limitacdo da
translocacdo do Cu das raizes para os demais tecidos. O aumento do Cu acumulado nas raizes
das plantas de beterraba, conforme foram aumentadas as concentragfes de Cu na solucgéo
nutritiva, pode ser atribuido aos maiores teores de Cu nesse 6rgéo, o que pode ser observado
na comparacdo dos respectivos acumulados na solugdo de 0,02 mg Cu L™. Nas plantas de
repolho, o maior acimulo total de Cu foi observado na concentracdo de 0,83 mg Cu L™ de
solucdo nutritiva, onde as raizes representam 64% do total acumulado, o que esta relacionado
aos maiores teores de Cu verificados nesse tecido, uma vez que a produc¢do de massa seca ndo
diminuiu com o aumento do Cu em solugéo (Tabela 2).

Apesar das concentragdes de Cu nas folhas de beterraba de plantas expostas a
concentraces maiores a 0,28 mg Cu L™ na solugdo nutritiva superarem 40 mg Cu kg™ MS,
elas ndo ocasionaram alteracGes nos teores de pigmentos fotossintéticos. Por outro lado, nas
folhas das plantas de repolho, observou-se um aumento da concentragéo de clorofila b com o
aumento da concentracdo de Cu na solugdo nutritiva de 0,02 para 0,45 mg Cu L™, com uma

posterior reducdo até a maior concentragdo de Cu aplicada na solucéo nutritiva. Tal fato pode
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ter ocorrido porque as folhas coletadas nas plantas cultivadas nas menores concentragdes de
Cu eram relativamente velhas e estavam a passo de fazerem parte da cabeca. Isto pode
aumentar a concentracdo de clorofila b nas folhas, pois essa € uma reacdo natural e adaptativa
para expandir a faixa de comprimento de ondas luminosas absorvidas via cloroplastos de
“sombra”, 0s quais compdem e atuam na captacdo de radiacdo no fotosistema Il (KITAJIMA;
HOGAN, 2003).

A inalteracdo dos parametros fisiologicos relacionados a fotossintese (Tabela 1;
Tabela 2), pode estar relacionada ao fato das concentracfes de pigmentos fotossintéticos das
plantas de beterraba e repolho, com excessao da clorofila b nas plantas de repolho, também
néo terem sido afetadas pelo aumento do Cu na solucdo nutritiva e nos tecidos foliares, uma
vez que a taxa de fotossintese esta diretamente relacionada a concentracdo de clorofila nos
cloroplastos (BAYLEY-SERRES et al., 2018; BASSI, MENOSSI, MATTIELLO, 2018).
Contudo, nas maiores concentra¢es de Cu na solucdo nutritiva, a concentragdo de clorofila b
no repolho foi diminuida devido ao estresse ocasionado pelo aumento do teor de Cu no tecido
foliar (TIECHER et al., 2017), possivelmente devido a alguma limitacdo nutricional, como
por exemplo do Mg, o qual é constituinte chave da clorofila b (KELLER et al., 2015).

A partir dos niveis de TBARs nas plantas de repolho, observou-se uma reducdo na
concentracdo de MDA, que €é o produto resultante da peroxidacdo lipidica. Isso indica que o
aumento da concentracdo de Cu na solucdo nutritiva ocasionou a reducdo da peroxidacgdo
lipidica, o que pode ser resultado da expressao de genes de resisténcia (EMAMVERDIAN et
al., 2015). Este resultado é acompanhado pela reducédo parcial da concentracdo de H,O, nas
concentracdes ajustadas de 0,02 a 0,45 mg Cu L™. Essa reducéo pode estar relacionada a
atuacdo de outros sistemas de protecdo e desintoxicacdo do Cu nas folhas, como a quelagéo
(WANG et al., 2004; ISERI et al., 2011). Possivelmente, em uma exposi¢do das plantas de
repolho a concentracBes superiores as testadas, a concentracdo de Cu no tecido foliar sera
aumentada e, com isso, a atuacdo de enzimas antioxidantes sejam expressas, atuando no
controle de niveis de especies reativas de oxigénio (EROs) gerados a partir do estresse
ocasionado pelo excesso de Cu (POSMYK et al., 2009; KUMCHAI et al., 2013). Isso ocorre
devido ao papel dualistico do H,O,, o qual é importante ao crescimento e desenvolvimento
das plantas por ser regulador de processos fisiolégicos como a abertura estomatica,
fotossintese, fortalecimento da parede celular e protecdo das plantas a estresses abidticos,
podendo também ter efeitos maléficos quando presente em concentragdes elevadas no tecido
foliar (WEN et al., 2013; NIU; LIAO, 2016).
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A ingestdo diéria de Cu recomendada (IDR) para adultos é de 0,9 mg no Brasil e
Estados Unidos (ANVISA, 2005; FDA, 2016) e de 1,3 mg (mulheres) e 1,6 mg (homens) na
Europa (EFSA, 2015). Portanto, com base na MIDc, estimada para brasileiros adultos com até
65 anos de idade e considerando o consumo diario de 50 g de hortalicas, verificou-se que ao
consumir as raizes tuberosas de beterraba ou cabecgas de repolho das plantas cultivadas na
concentragdo de 1,02 mg Cu L™ (Figura 4 a), o individuo ira ingerir 23,4% da recomendacéo
diaria a partir do consumo de raizes tuberosas de beterraba e 7,8% ao consumir os tecidos da
cabeca do repolho. Convém destacar que as 50 g de hortalicas utilizadas nessa simulacao, que
representam o consumo per capita de hortalicas dos brasileiros, que pode ser similar a de
outros paises do Mundo, podem suprir quantidades maiores que a IDR, o que possivelmente
ocasionara ingestdo excessiva de Cu, uma vez que este nutriente estara presente nos demais
alimentos que fazem parte da dieta dos consumidores. O consumo diario de frutas e hortalicas
preconizado pela Organizacdo Mundial da Sadde é de 400 g dia™ (WHO, 2004). Diante dessa
recomendacdo, caso um individuo venha a consumir uma raiz tuberosa de beterraba com 150
g de massa fresca (in natura), oriunda do presente estudo, e cultivada sob concentracdo de
1,02 mg de Cu L™ de solucdo nutritiva, 0 mesmo estara ingerindo 0,65 mg de Cu, o que
corresponde a 72,2% da recomendac&o diria.

O Quociente de Risco (QR) quando menor que 1 (um), demonstra que nenhum risco
potencial a saude é esperado da exposi¢do ao Cu ingerido. Contudo, quando esse € maior que
1 (um), significa que ha riscos potenciais a salde devido a ingestdo de Cu (US EPA, 1989).
As raizes tuberosas das plantas de beterraba apresentaram os maiores QRs, variando de 0,43,
na concentragdo de 0,02 mg Cu L™, a 0,98 na concentracio de 1,02 mg L™ (Figura 4 b). Os
QRs dos tecidos da cabega das plantas de repolho aumentaram de 0,23 para 0,48, nas
concentracdes de 0,02 e 0,88 mg Cu L™ na solucéo nutritiva, respectivamente, com posterior
reducdo (Figura 4 b). Portanto, nesse estudo, observou-se que as raizes tuberosas da beterraba
e as cabecas de repolho expostas a qualquer concentracéo de Cu avaliada, ndo oferecem riscos
a saude de seus consumidores (brasileiros adultos).

A partir desses resultados é necessario ter algumas precaucdes, pois 0s resultados
observados sdo dependentes dos valores dos parametros empregados para estimar o risco aos
consumidores (exemplo, consumo diario de hortalicas, massa corporal do individuo, etc...),
dificultando a extrapolacdo de qualquer conclusdo sem antes realizar uma analise criteriosa. A
partir do exemplo utilizado acima, o individuo que consumir raizes tuberosas de beterraba

cultivada na maior concentracéo de Cu testada (1,02 mg Cu L™), com 150 g de massa fresca,
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aumentara o QR proporcionalmente e, portanto, o consumo da beterraba produzida nessa
condicdo passaré a oferecer risco a saude.

5 CONCLUSAO

A presenca de mecanismos restritivos a translocagdo do Cu presente em altas
concentracdes nas raizes para aos demais 6rgdos da parte aérea foram observadas nas plantas
de beterraba e repolho. Mas, as concentracdes de Cu nos orgdos da parte aérea nas duas
culturas e nas raizes tuberosas da beterraba aumentaram com as concentracfes de Cu na
solugdo nutritiva, atingindo niveis considerados fitotoxicos, reduzindo a produgdo de matéria
seca. Nas plantas de repolho foi observada reducdo apenas na massa fresca de cabeca, 0 que
indica a presenca de mecanismos de tolerancia as elevadas concentracdes de Cu nas plantas
de repolho em relacdo as de beterraba. Contudo, nas plantas de repolho foi observado
aumento das concentracGes de Cu na cabeca, que € o principal 6rgdo consumido pelo ser
humano.

Apesar das concentracfes de Cu nas folhas das plantas de beterraba atingirem niveis
considerados fitotdxicos, ndo foram observados efeitos sobre os parametros fisioldgicos e
bioquimicos. Contudo, nas plantas de repolho foi observado aumento na concentracdo de
clorofila b, e diminuicdo na concentracdo de H,0, e niveis de TBARS.

Quando considerados os valores de referéncia e as condicBes experimentais, 0
consumo das raizes tuberosas da beterraba e cabecas de repolho ndo representam riscos

potenciais a satde de seus consumidores.
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Figura 1 - Dados de temperatura média do ar (a) e a umidade relativa do ar (b) do ambiente de
cultivo obtidas por meio de dois registradores eletronicos (NOVUS, LogBox-RHT-LCD,
Brasil), instalados sobre as plantas.
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Tabela 1 - Parametros morfoldgicos de crescimento, fisioldgicos, pigmentos fotossintéticos e
pardmetros bioquimicos, teores de Cu acumulado e avaliacdo de riscos em beterraba, da
cultivar “Katrina”, cultivada em diferentes concentraces de Cu na solugéo nutritiva.

Parametros avaliados Significancia Equacdo ajustada/média R (C%
Parametros morfolégicos de

crescimento
MFPA *x ¥ = 275,51-143,64x 0,92 28,32
MFRT wx ¥ = 338,48 -181,96x 0,92 21,32
MSPA wx ¥ =23,24 -11,79x 0,93 20,57
MSFolhas ** $ =15,32 - 8,36x 0,90 21,42
MSPeciolos * ¥ =7,87-3,42x 0,88 30,40
MSRT wx ¥ =26,42 -12,98x 0,95 22,39
MSRaizes wx ¥ = 2,44 -1,65X 0,90 29,00

Teor de Cu
Folhas e ¥ = 21,78 + 73,55x - 32,62x° 0,97 15,73
Peciolos wx ¥ =13,83 + 23,50x - 9,78x* 0,98 17,45
Raizes tuberosas wx § = 21,35+ 46,57x - 17,31x? 09 1,75
Raizes wx ¥ =65,91 + 1266,2x - 684,13x*> 0,94 7,02

Cu acumulado
Folhas ns 0,476 27,42
Peciolos ns 0,129 32,88
Raizes tuberosas ns 0,715 20,53
Raizes dek §=0,20 +1,92x -1,53x* 0,73 30,64
Total wx ¥=1,28+3,10x - 2,48x° 0,66 18,47
Parametros fisiolégicos
A ns 17,586 27,78
Gs ns 0,511 39,99
Ci ns 299,622 4,46
E ns 4,569 26,90
EUA ns 3,887 12,74
A/Ci ns 0,058 27,71
Pigmentos fotossintéticos

Clorofilaa ns 0,909 24,74
Colorofilab ns 0,441 29,87

Carotenoides ns 0,297 20,73
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Clorofila total
Clorofila a/Clorofila b
Carotenoides/Clorofila total
Parametros bioquimicos
TBARs
SOD
POD
H,0,

Avaliacgdo de risco

MDl¢,
QR

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

**

1,350
2,061
0,222

0,977
19,423
20,30
1,119

¥ =0,08 + 0,22x - 0,09x
¥ = 0,41+ 0,90x - 0,33%?

(continua)

0,95
0,94

26,39
6,16
6,43

41,58
30,77
50,18
42,70

10,87
1,75

Significancia do Teste F: ns=ndo significativo; * =significativo a 5%; ** =significativo a 1%.
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Figura 2- Massa fresca de parte aérea (MFPA) e raizes tuberosas (MFRT) (a), massa seca de
folhas (MSFolhas), raizes tuberosas (MSRT), parte aérea (MSPA) (b), massa seca de peciolos
(MSPeciolos) e de raizes (MSRaizes) (c) ), teor de cobre nos diferentes tecidos (d) e (e) e
cobre acumulado nos diferentes tecidos e o total (f) em beterraba, cultivar “Katrina”,
cultivada em concentra¢bes de Cu na solucdo nutritiva. Barras verticais representam erro
padréo.
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Tabela 2 - Parametros morfoldgicos de crescimento, fisioldgicos, pigmentos fotossintéticos e
parametros bioquimicos, teores de Cu acumulado e avaliagdo de riscos em plantas de repolho,
da cultivar “Fuyutoyo”, cultivada em diferentes concentraces de Cu na solugéo nutritiva.

Pardmetros avaliados Significancia Equacdo ajustada/média R? (%/})/)
Parametros morfolégicos de

crescimento
MFPA ns 2405,81 10,85
MFCA * ¥ =1.392,95 - 343,69x 0,75 15,00
MSPA ns 166,14 11,04
MSFolhas ns 89,09 15,57
MSCA ns 57,01 19,23
MSCaule ns 20,03 9,30
MSRaizes ns 11,76 19,07

Teor de Cu
Folhas e ¥v=8,41+ 36,77 - 12,69x2 0,98 9,54
Cabeca *x 9=11,63 +31,43x -17,75¢* 0,98 13,19
Caule *x §= 6,58 +42,07x - 24,15x° 0,99 3,97
Raizes *k ¥ = 54,94 +1482,31x - 743,73x* 0,99 10,97

Cu acumulado
Folhas *x ¥ =0,75 + 3,54x - 1,53%° 0,97 17,63
Cabeca *x 9=0,65 + 2,29 - 1,61x° 091 2554
Caule ke $=0,13 + 0,96x - 0,64% 0,99 10,86
Raizes i v = 0,89 + 18,18x - 11,26x2 0,98 17,51
Total i v =2,42 + 24,99x - 15,06x? 0,97 9,34
Parémetros fisiolgicos
A ns 19,170 11,80
Gs ns 0,916 41,73
Ci ns 319,423 6,45
E ns 6,167 17,03
EUA ns 3,196 21,45
AJ/Ci ns 0,060 14,78
Pigmentos fotossintéticos

Clorofila a ns 0,699 15,17
Colorofila b * ¥ = 0,33 + 0,40 - 0,44x° 0,66 16,19

Carotenodides ns 0,208 15,60



Clorofila total
Clorofila a/Clorofila b
Carotenoides/Clorofila total
Atividade enzimética
TBARs
SOD
POD
H.0,

Avaliacéo de risco

MDl,
QR

ns

ns

ns

ns

ns

1,069
1,904
0,194

¥ =1,22 - 0,55x

15,279
11,153

¥ =0,52 - 0,80x + 0,85x

S‘/:
9= 02

0,03 + 0,04x
2 +0,60x - 0,34x°

90

(continua)

0,66

0,75

0,81
0,98

15,34
4,70
3,27

22,90
26,89
63,80
25,44

29,51
13,19

Significancia do Teste F: ns=ndo significativo; * =significativo a 5%; ** =significativo a 1%.;
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Figura 3 - Massa fresca de parte aérea (MFPA) e massa fresca de cabeca (MFCA) (a), teor de
cobre nas folhas, cabeca e caule (b), das raizes (c) e cobre acumulado nas folhas, cabeca e
caule (d), nas raizes e o total (e), em repolho, cultivar “Fuyutoyo”, cultivado em
concentragdes de Cu na solugéo nutritiva.
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Figura 4 - Média diaria de ingestdo de Cu (a) e quociente de risco (b) aos consumidores das
raizes tuberosas de beterraba e cabeca de repolho cultivadas sob diferentes concentracdes de
Cu em solucéo nutritiva.
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ESTUDO 3 - PARAMETROS MORFOLOGICOS E FISIOLOGICOS EM
BETERRABA E REPOLHO CULTIVADAS EM SOLUCAO CONTENDO COBRE

RESUMO

O cobre (Cu) pode ser toxico para as hortalicas quando absorvido e acumulado em
elevadas quantidades, e potencializar o risco a introducdo excessiva do metal na cadeia
alimentar humana. O trabalho objetivou avaliar parametros morfoldgicos e bioquimicos em
beterraba e repolho cultivadas em solucdo contendo Cu. Plantas de beterraba e repolho foram
cultivadas durante 75 dias em vasos com areia contendo seis concentracfes de Cu na solucéo
nutritiva: 0,00; 0,52; 1,02; 1,52; 2,02 e 2,52 mg Cu L™. Foi avaliada a producio de massa seca
e 0 acumulo de Cu nos diferentes 6rgaos das plantas. Também foram avaliados os teores de
clorofila a e b, carotendides, clorofila total, relacdo clorofila a/clorofila b e
carotendides/clorofila total, os niveis de TBARs, atividade das enzimas SOD e POD e a
concentracdo de H,O; nas folhas. Altas concentracfes de Cu na solugdo nutritiva reduziram o
crescimento das plantas e aumentaram os teores e a acumulagdo nos tecidos potencializando
possiveis riscos a saude associada ao consumo in natura de raizes tuberosas de beterraba e da

cabeca de repolho, dependendo da quantidade incluida na dieta diaria.

Palavras chaves: Beta vulgaris L; Brassica oleracea var. capitata; metais pesados; toxidez;

hortalicas

ABSTRACT

Copper (Cu) is an essential nutrient in plants, but can be toxic when absorbed and
accumulated in high quantities in tissues and may increase the risk of excessive introduction
of the metal into the food chain. The objective of this work was to determine Cu accumulation
in tissues and its effetcs on morphological and biochemical parameters in beet and cabbage
plants grown under different Cu concentrations in the nutrient solution. Beet and cabbage
plants were grown for 75 days in sand pots containing six Cu concentrations in the nutrient
solution: 0.00; 0.52; 1.02; 1.52; 2.02 and 2.52 mg Cu L™. It were determined the dry mass and
Cu accumulation in plant organs and levels of chlorophyll a and b, carotenoids, total

chlorophyll, chlorophyll a/chlorophyll b and carotenoids/total chlorophyll, TBARs levels,
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SOD and POD enzyme activity and H,O, concentration in leavesof both species.. High Cu
concentrations in the nutrient solution reduces crop growth and enhances its accumulation in
plant tissues increasing the health risks associated with the consumption in natura of

beetroots and head cabbage tissues, depending on the daily intake.

Keywords: Beta vulgaris L; Brassica oleracea var. capitata; heavy metal; toxicity; vegetables

1 INTRODUGCAO

Hortaligas sdo cultivadas no solo, em recipientes contendo compostos organicos ou
substratos inertes e em ambientes sem solo. Em todos os sistemas acontece 0 uso intensivo de
fertilizantes quimicos e organicos, e de produtos fitossanitarios. Todas estas fontes possuem
cobre (Cu) na sua composigdo. Assim, ao longo do tempo se espera incremento de Cu no
ambiente de cultivo e em o6rgdos das hortalicas que podem causar toxidez as plantas
(GRIGATTI et al., 2007; ALI e SHAKRANI, 2011) e representar um risco a saude humana
(KACHOLI e SAHU, 2018; GEBREYOHANNES e GEBREKIDAN, 2018).

O excesso de Cu nos tecidos das plantas, pode ocasionar danos oxidativos e
degeneracdo de componentes celulares, sendo resultado de desequilibrios entre a reagéo
antioxidante e o aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas plantas
(GIROTTO et al., 2013), podendo prejudicar o crescimento e do desenvolvimento de plantas
(ALI et al., 2015; GIROTTO et al., 2014). No entanto, a concentracdo de Cu em 6rgédos de
hortalicas e seus efeitos sdo variaveis entre espécies (CUI et al., 2015; PAN et al., 2016),
devido a diferengas na absorcdo e translocacdo de Cu, podendo essa ser mais elevada em
espécies folhosas, produtoras de bulbos, raizes e caules do que em plantas frutiferas (HU et
al., 2017; DING et al., 2018). Essas diferencas podem estar relacionadas principalmente a
presenca de barreiras na absorcdo e translocacdo do Cu para os frutos (SUN et al., 2013).
VariagcOes na concentracdo de Cu em diferentes 6rgédos, dentro de uma mesma planta também
sdo comuns, podendo atingir niveis toxicos em alguns 6rgaos e normais em outros (ADREES
et al., 2015), sendo os efeitos variaveis de acordo com a concentracdo nos tecidos dos
diferentes orgdos da planta e seus mecanismos de tolerancia (MATEOS-NARANJO et al.,
2013).

Em plantas de beterraba (Beta vulgaris L.) expostas a concentragcdes de Cu foram
observadas diminui¢cBes no crescimento de raizes e folhas, além do aumento do estresse

oxidativo (MORALES et al., 2012). Ja a exposi¢édo de plantas de repolho (Brassica oleracea
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var. capitata) a altas concentracbes de Cu, resultou em teores foliares do elemento
considerados fitotoxicos, o0s quais causaram reducdes no conteddo de pigmentos
fotossintéticos e na atividade fotossintética (ALl et al., 2015).

A beterraba e o repolho estdo entre as principais espécies olericolas exploradas
comercialmente no mundo e também no Brasil. A cultura da beterraba tem na raiz tuberosa
seu principal 6rgdo de interesse comercial, enquanto que para a cultura do repolho sdo as
folhas que formam a “cabeca”. Portanto, € possivel que o comportamento destas culturas
frente as concentracdes de Cu seja diferente, assim como os teores de Cu presentes nos
tecidos. Devido a importancia advinda do uso destas culturas na alimentacdo humana é
necessario saber a distribuicdo e a concentracdo do Cu nos 6rgdos, especialmente nos
consumidos na alimentacdo humana. A partir disso, é possivel estimar o impacto sobre a
salde humana, pois o excesso de Cu em alimentos pode causar disturbios gastrointestinais,
cardiovasculares, respiratérios, neuroldgicos, entre outros (ADAMS; KEEN, 2005;
MENDOZA et al., 2017).

O estudo objetivou avaliar parametros morfolégicos e bioquimicos em beterraba e

repolho cultivas em solu¢do contendo Cu.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 DESCRICAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado no periodo de 28 de agosto a 15 de novembro de 2015, na
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), em Santa Maria, regido Sul do Brasil
(29°43'24.24"S e 53°43'12.36"W). Os cultivos foram realizados no interior de um abrigo de
200 m?, tipo guarda-chuva, com 65% de superficie de ventilagdo, coberto com polietileno
aditivado anti-UV de 100 um de espessura e com 80% de transmissividade. A temperatura
média do ar e a umidade relativa do ar do ambiente de cultivo foram obtidas por meio de dois
registradores eletrénicos (NOVUS, LogBox-RHT-LCD, Brasil), instalados sobre as plantas e
estdo apresentados na Figura 1.

O sistema de cultivo foi constituido por vasos de polipropileno com volume de 2,5
dm?®, preenchidos com areia de granulometria entre 1 e 3 mm, e capacidade maxima de
retencdo de 4gua de 0,238 L dm™. Os vasos foram dispostos sobre bancadas a 0,80 m de
altura do solo, com 1,10 m de largura e 4 m de comprimento, distribuidos em cinco fileiras de

beterraba e trés de repolho.



97

Mudas de beterraba da cultivar Katrina e de repolho da cultivar Fuyutoyio foram
produzidas em bandejas de poliestireno de 200 alvéolos, contendo 16 cm?® por alvéolo do
substrato granulado a base de fibra de coco (Golden Mix®). Uma planta de beterraba e uma de
repolho foram transplantadas em cada vaso e cultivadas concomitantemente. Os vasos com as
plantas de beterraba foram organizados com espagamento de 0,3 m na fileira e 0,27 m entre
fileiras, totalizando 12 vasos por metro quadrado. Os vasos com repolho foram organizados
com 0,6 m de distancia na fileira e 0,27 m entre fileiras, totalizando 6 vasos por metro
quadrado. As bancadas foram constituidas por telhas de fibrocimento revestidas com filme de
polietileno de 100 micras.

Durante o periodo experimental a &gua e os nutrientes foram fornecidos por
fertirrigacdo, através de fita gotejadora, com um gotejador por vaso. A solucdo nutritiva foi
preparada e armazenada em caixas de polipropileno de 500 L e fornecida as plantas através de
uma motobomba controlada por um programador horéario. A frequéncia das fertirrigacdes foi
determinada com base na intensidade da radiacdo solar global e na transpiragdo potencial de
hortalicas cultivadas no local (TAZZO et al., 2012), com um coeficiente de drenagem de
30%. Durante o periodo experimental foram foram realizadas diariamente de trés a cinco
fertirrigagdes com duragdo de 15 minutos. O volume de solugdo nutritiva drenado retornou a
caixa de estocagem da solucéo nutritiva e foi reutilizado, em sistema fechado.

A composicdo quimica da dgua empregada na elaboracdo das solugdes nutritivas nao
detectou a presenca de Cu até o limite de 0,04 mg L™ (Standard Methods 3111 B). Em todos
os tratamentos foi empregada a mesma solucdo nutritiva, com excessdo do Cu. As
concentragdes dos macronutrientes foram (em mmol L™): 12,24 de NOs; 3,0 de NH,"; 2,5 de
H,PO," 6,5 de K*; 2,62 de Ca™% e 2,0 de Mg*2%. As concentracdes dos micronutrientes, com
excecdo de Cu, foram (em mg L™): 0,03 de Mo; 0,26 de B; 0,50 de Mn; 0,22 de Zn e 1,0 de
Fe por meio de uma solucdo estoque. O Fe foi fornecido separadamente na forma quelatizada
(EDDHA). Essa soluco nutritiva apresentou condutividade elétrica (CE) igual a 1,5 dS m™ e
pH de 5,8. As fontes de macronutrientes foram os fertilizantes nitrato de potassio (KNO3),
monoamoniofosfato (NH;H,PO,), nitrato de calcio-Calcinit® (Ca(NOg3);) e sulfato de
magnésio (MgSO,).

O delineamento experimental usado nos cultivos foi inteiramente casualizado, com
cinco repeti¢des. Os tratamentos, em cada cultivo foram seis concentragdes de Cu adicionadas
na solucdo nutritiva: 0,00; 0,52; 1,02; 1,52; 2,02 e 2,52 mg Cu L™. A fonte de Cu usada foi
sulfato de Cu pentahidratado (CuSQO,4.5H,0) (25% Cu). A condutividade elétrica (CE) e o pH
da solugdo nutritiva foram medidos diariamente. Sempre que o valor medido da CE
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apresentou um desvio de 5% em relagdo ao valor de referéncia (1,5 dS m™) foram feitas
corre¢Bes adicionando-se dgua ou aliquotas de nova solucdo nutritiva nas concentracfes de
referéncia. O pH foi mantido entre os limites de 5,5 e 6,0, mediante adicdo de NaOH para
aumentar o valor do pH e de H,SO, para reduzir o valor do pH, na concentracdo 1 mol L™ e

0,5 mol L, respectivamente.

2.2 PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

Aos 72 dias apds o inicio dos cultivos de beterraba e repolho foram coletadas trés
folhas em cada uma de trés plantas amostradas aleatoriamente, dentro de cada tratamento. Nas
plantas de beterraba foram selecionadas trés folhas recém expandidas e nas plantas de repolho
trés folhas do terco meédio que ainda ndo faziam parte da cabeca. As folhas coletadas foram
imediatamente congeladas em N, liquido e armazenadas a -80°C em ultra-freezer (Indrel,
RVV 880D, Brasil). A extracdo de clorofila a, colorofila b e carotenoides foi realizada em
0,05 g de limbo foliar, seguindo metodologia proposta por Hiscox & lsraeslstam (1979). A
absorbancia do extrato obtido foi determinada a 663, 645 e 470 nm, para a clorofila a,
colorofila b e carotenoides, respectivamente, usando espectrofotometro (FEMTO,
Espectrofotdmetro 800 XI, Brasil). O teor dos pigmentos foi calculado de acordo com a
metodologia proposta por Lichtenthaler (1987). A partir dos teores dos pigmentos
fotossintéticos foram calculadas a Clorofila total e as relagbes clorofila a/clorofila b e

carotenoides/clorofila total.

2.3 ANALISES BIOQUIMICAS

A concentracdo da malondialdeido (MDA), substancia reativa ao acido tiobartirico
(TBARS) foi determinada indiretamente, através do nivel de peroxidacdo lipidica pelo
método descrito por EI-Moshaty et al. (1993), com posterior determinacdo a 532 e 600 nm em
espectrofotémetro (FEMTO, Espectrofotdmetro 800 XI, Brasil). Para a determinacdo das
enzimas superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) e peroxidases (POD, EC 1.11.1.7), obteve-
se 0 extrato enzimatico a partir de 0,5 g de tecido foliar fresco, macerado com N liquido e
homogeneizado com 3,0 mL de tampé&o fosfato de sodio (TFNa) 50 mM (pH 7,8), contendo
EDTA 1,0 mM, e 0,5% (v/v). O extrato foi centrifugado a 13000 g por 20 minutos a 4°C e 0
sobrenadante foi coletado (Zhu et al., 2004). Aliquotas de 0,5 mL foram estocadas em freezer

a -80°C até o momento da quantificacdo das enzimas. A atividade da enzima SOD foi
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determinada de acordo com o método espectrofotométrico, descrito por Giannopolitis e Ries
(1977). J4 a atividade da enzima POD presente no extrato foi determinada segundo Zeraik et
al. (2008), enquanto o contetido de perdxido de hidrogénio (H,0,) foi determinado de acordo

com o método descrito por Loreto e Velikova (2001).

2.4 PRODUCAO DE MASSA FRESCA E SECA E CONCENTRACOES CRITICAS DE
TOXIDEZ

O experimento foi encerrado aos 75 dias apds o plantio, quando foi identificado o
ponto de colheita das plantas, adaptado de Filgueira (2012). Na beterraba foi considerado
como ponto de colheita o diametro médio de 8,5 cm da raiz tuberosa de 5 plantas no
tratamento onde as plantas atingiram o maior crescimento. De forma similar, no repolho foi
considerada a compacidade da cabega concomitantemente ao inicio da senescéncia das folhas
basais plenamente desenvolvidas. Inicialmente foi coletada a parte aérea de cada planta e
pesada usando balanca de 0,01 g de precisdo (Shimadzu, BL 3200H, Brasil), para
determinacdo de massa fresca da parte aérea (MFPA) e da raiz tuberosa (MFRT) na beterraba
e a massa fresca de cabeca (MFCA) no repolho. As plantas coletadas foram fracionadas em
diferentes partes sendo a beterraba dividida em folhas, peciolos, raiz tuberosa e raizes, e o
repolho em folhas, cabeca, caule e raizes. Apds a secagem em estufa de circulacdo forcada de
ar, na temperatura de 65°C até atingir massa constante foi determinada a massa seca em cada
um desses 0rgaos. Posteriormente, por meio da pesagem em balanca com precisao de 0,001g
(Marconi, MABL500C, Brasil) foram determinadas a massa seca de folhas (MSFolhas),
peciolos (MSPeciolos), raiz tuberosa (MSRT) e raizes (MSRaizes) da beterraba e das folhas
que ndo formaram cabeca (MSFolha), folhas da cabeca (MSCA), caule (MSCaule) e raizes
(MSRaizes) do repolho. A massa seca total da parte aérea (MSPA) foi determinada por meio
da soma das MS dos 6rgdos correspondentes. Através da metodologia proposta por Davis et
al. (1978), foram calculadas a concentracdo critica de toxidez (CCT), que representa a
concentracdo de Cu que reduz em 10% a producdo de MS e as concentragdes toxicas CTos €

CTso, que reduzem em 25 e 50% a producdo de MS de cada 6rgéo, respectivamente.

2.5 CONCENTRACOES E ACUMULO DE COBRE EM ORGAOS

A matéria seca das folhas, peciolos, raiz tuberosa e raizes da beterraba e das folhas que

ndo formaram cabeca, cabeca, caule e raizes das plantas de repolho foram moidas em moinho
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do tipo Willey, passadas em peneira com malha de 20 mesh e submetidas a digestdo nitro-
perclérica, seguindo metodologia descrita pela Embrapa (2009). No extrato obtido foi
determinado o teor de Cu em cada 6rgédo, em espectrofotobmetro de absorcdo atomica (Perkin
Elmer, Aanalyst 200, EUA). Posteriormente, foi calculado o Cu acumulado para cada tecido e

o total acumulado por planta.
2.6 ANALISE ESTATISTICA

A pressuposicdo de normalidade dos dados foi testada e encontrada por meio do Teste
de Kolmogorov-Smirnov e, posteriormente, foi realizada a analise da varincia. Quando 0s
efeitos dos tratamentos foram significativos (p<0,05), equacdes de regressdo foram ajustadas,
testando-se os modelos linear e quadratico pelo teste F, escolhendo-se aquele com
significancia maior que 95 %, por meio do software ASSISTAT verséo 7.7. Quando néo foi
observada diferenca significativa entre as médias obtidas para cada tratamento, foi calculado e

apresentado o valor médio.
3 RESULTADOS

3.1 PARAMETROS DE CRESCIMENTO E CONCENTRACOES CRITICAS DE
TOXIDEZ

As variaveis massa fresca de parte aérea (MFPA) e da raiz tuberosa (MFRT), massa
seca de folhas (MSFolhas), peciolos (MSPeciolos), raiz tuberosa (MSRT) e raizes
(MSRaizes) da beterraba diminuiram com o aumento das concentracdes de Cu na solucao
nutritiva (Tabela 1). As maiores médias observadas para MFPA, MFRT, MSFolhas,
MSPeciolos e MSPA ocorreram na concentracdo de Cu de 0,52 mg L™, enquanto as menores
médias foram verificadas na maior concentracdo de Cu (Figura 2 a, b, ¢). Quando comparadas
as producOes de massa da menor e da maior concentragdo de Cu, observou-se reducéo de 55,
52, 56, 60 e 57% para as variaveis MFPA, MFRT, MSFolhas, MSPeciolos e MSPA,
respectivamente. A relacdo entre a producdo de massa seca da parte aérea, calculada a partir
da soma de MSFolhas + MSPeciolos, e a producdo de massa seca das raizes, calculada pela
soma entre MSRT + MSRaiz, diminuiu de 0,62 no tratamento sem adic¢do de Cu para 0,41 na

concentracdo de 2,52 mg Cu L™ de solucéo nutritiva.
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Na cultura do repolho, as variaveis de crescimento MSCaule e MSRaizes néo
apresentaram diferengas entre os tratamentos aplicados na solugdo nutritiva. As varidveis
MFPA, MFCabeca, MSPA, MSFolhas e MSCabeca diminuiram com o aumento das
concentracdes de Cu na solucdo nutritiva (Tabela 2), sendo esta reducdo de 30, 47, 16, 19 e
28 %, respectivamente, entre o tratamento sem adi¢do de Cu e a maior concentracédo de Cu
(Figura 2 a, b, c).

As concentracg0es criticas de toxidez de Cu na solucéo nutritiva (CCT) para a producéo
da massa seca da parte aérea apresentaram comportamento diferenciado entre as espécies
(Tabela 3). A CCT foi atingida na concentracdo de Cu de 1,43 mg Cu L™ na producdo de
raizes tuberosas de beterraba e na concentragdo 1,59 mg Cu L™ na producdo de cabecas de
repolho. A CCT e a CTysda parte aérea foram 54,9% e 50% maiores na cultura do repolho em
relacdo a cultura da beterraba. As concentracdes de Cu requeridas para reduzir a producédo de
massa seca de folhas, peciolos e raizes e da parte aérea da beterraba em 50% (CTsg) foram
2,38; 2,24: 2,10; e 2,33 mg Cu L™, respectivamente. J& a CTs, da cultura do repolho néo foi
obtida para nenhuma das variaveis avaliadas, bem como ndo foi obtida para as raizes

tuberosas da cultura da beterraba.
3.2 CONCENTRACAO E ACUMULO DE COBRE EM ORGAOS

As concentracfes de Cu na massa seca de folhas, peciolos, raiz tuberosa e raizes da
beterraba aumentaram com o aumento das concentracdes de Cu na solugdo nutritiva (Tabela
1; Figuras 2 d, e). Na beterraba os teores maximos de Cu nas folhas, peciolos, raiz tuberosa e
raizes foram de 58,97; 31,86; 50,57 e 1365,08 mg Cu kg™’ de massa seca, obtidos nas
concentracdes ajustadas de 2,07; 2,52; 1,73 e 2,40 mg Cu L™ de solugdo nutritiva,
respectivamente. Os aumentos percentuais das concentracdes de Cu observados nas folhas,
peciolos, raiz tuberosa e raizes, quando comparados as concentragdes maximas aos minimas
observados no tratamento sem adicdo de Cu na solucdo nutritiva (0,0 mg Cu L),
corresponderam a 722, 218, 318 e 2509%, respectivamente.

O acumulo total de Cu nas plantas de beterraba foi maior na concentra¢do de 1,5 mg
Cu L™, sendo 425% maior que o acimulo observado no tratamento sem adicdo de Cu via
solugdo nutritiva. Por outro lado, em concentracfes de Cu na solugdo nutritiva superiores ao
ponto de maxima ajustado ocorreu diminuicdo do acumulo total de Cu, com reducdo de

38,1% na maior concentragédo de Cu.
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As concentracdes de Cu na massa seca de folhas, da cabeca, do caule e das raizes do
repolho aumentaram quadraticamente (Tabela 2; Figura 3 d, €). As concentracbes maximas
ajustadas de Cu nas folhas, cabeca e raizes foram na maior concentracdo de Cu na solucdo
nutritiva (2,52 mg Cu L%, com 46,18; 42,25 e 995,53 mg de Cu kg’ de massa seca,
respectivamente. O caule apresentou a maior concentracdo de Cu na concentragéo de 1,75 mg
Cu L™, com 63,06 mg de Cu kg™ de massa seca. Quando comparadas as concentracdes de Cu
na massa seca das folhas, cabeca, caule e raizes no tratamento sem adicdo de Cu (0,0 mg de
Cu L™, as respectivas concentragdes maximas ajustadas foi observado aumento de 234, 76,
518 e 3659%, respectivamente.

Na cultura do repolho, o Cu acumulado em 6rgédos, com excecdo da cabeca, diferiu e
aumentou de acordo com o aumento das concentracfes de Cu na solugédo (Tabela 2; Figura 3
). As concentracBes maximas nas folhas e raizes, assim como o acumulo total de Cu foram
observados na concentracdo 2,52 mg Cu L™, os quais foram de 4,41; 10,78; e 17,99 mg
planta™, respectivamente. Estes conteidos correspondem a um aumento respectivo de 161,
6.242, e 411%, quando comparados aos obtidos no tratamento sem adicdo de Cu na solucdo
nutritiva. O caule apresentou o maior contetido de Cu na concentracdo 1,72 mg Cu L™, com

1,105 mg planta™.
3.3 PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS E PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os teores de clorofila a, clorofila b, carotendides e clorofila total nas folhas de plantas
de beterraba e repolho ndo diferiram entre as concentracdes de Cu (Tabela 1 e 2). Os teores
médios obtidos nas folhas de beterraba foram de 0,836; 0,459; 0,267 e 1,295 mg g™ de massa
fresca de folhas (Tabela 1). Nas folhas de repolho foram de 0,779; 0,463; 0,254 e 1,242 mg g
! de massa fresca de folhas (Tabela 2) para os teores de clorofila a, clorofila b, carotenéides e
clorofila total, respectivamente. As relagdes clorofila a/clorofila b e carotendides/clorofila
total da beterraba ndo diferiram entre as concentracfes de Cu (Tabela 1). As relacdes de
clorofila a/clorofila b e carotenoides/clorofila total no repolho (Tabela 2) diferiram entre as
concentracdes de Cu. Mas, somente arelacdo carotenoides/clorofila total foi maior nas folhas
das plantas cultivadas na solugdo sem adicéo de Cu.

As médias referentes a atividade enzimatica da POD nas folhas de beterraba diferiram
e aumentaram com o aumento das concentragdes de Cu na solucdo, sendo os valores minimo

e méximo observados nas concentragdes de 0,0 e 2,52 mg Cu L™, respectivamente. As médias
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obtidas para os niveis de TBARs, atividade da enzima SOD e concentragdo de H,O, nas
folhas das plantas cultivadas em diferentes concentrac6es de Cu ndo diferiram (Tabela 1).

Nas folhas de repolho se observou diferenca apenas para a atividade da enzima SOD,
que aumentou com o aumento das concentracdes de Cu na solucdo (Tabela 2). A maxima
atividade da SOD foi observada na maior concentragdo de Cu na solugdo nutritiva (2,52 mg
Cu L™). Os niveis de TBARSs, a atividade da enzima POD e as concentracdes de H,O, néo

apresentaram respostas as concentrac6es de Cu adicionadas na solucao nutritiva.

4 DISCUSSAO

A diminuicdo dos parametros de crescimento da parte aérea nas culturas da beterraba e
do repolho, com excecdo do caule, com o aumento das concentracfes de Cu (Figuras 2 a, b, ¢
e Figuras 3 a, b, ¢) pode ser atribuida a inibicdo da divisdo e elongacdo celular causada pelo
aumento das concentracdes de Cu nesses tecidos (Figuras 2 d, e; Figuras 3 d, e) (DEY et al.,
2014; TIECHER et al., 2018). Na beterraba, cultura mais afetada pelo aumento das doses de
Cu, a reducdo do crescimento da parte aérea também pode estar associada a diminuicdo do
crescimento radicular, ocasionado pelo aumento do Cu em solugdo (FLORES-CACERES et
al., 2015). Isso ocorre devido ao contato direto das raizes com os ions de Cu, presentes em
concentragdes toxicas no seu meio de crescimento, e a longa exposi¢do do sistema radicular
ao Cu (LIU etal., 2014; SANCHES-PARDO et al., 2014). Nesses casos, a absorcao de agua e
nutrientes € dificultada pelos elevados teores de Cu na solucdo e no tecido radicular,
reduzindo o crescimento e desenvolvimento das plantas (MARSCHNER, 2012; AMBROSINI
et al., 2015; CUBA-DIAZ et al., 2017), o que pode ser indicado pela reducio da relagio parte
aérea/raizes das plantas (PALM et al., 2017).

Na cultura do repolho, as raizes ndo tiveram seu crescimento prejudicado pelas
elevadas concentracdes de Cu, 0 que pode ser atribuido ao alto poder de regeneracdo do
sistema radicular e, especialmente, pelo potencial de tolerar e acumular altos teores deste
elemento nas raizes (RADULESCU et al., 2013). Essa maior tolerancia pode ocorrer por
causa da diluicdo do Cu, visto que foi observada maior producdo de biomassa das raizes na
cultura do repolho, refletindo em menor concentracdo de Cu no tecido foliar em relacdo ao
verificado na beterraba (Figuras 2 d e Figura 3 d). Ainda, devido a alta afinidade do Cu por
grupos carboxilicos presentes na parede celular, parte do Cu pode ter sido retido no apoplasto

das raizes, diminuindo a concentracdo no simplasto e, por consequéncia, a quantidade de Cu



104

transportada para outros tecidos é reduzida (AMBROSINI et al., 2015; AMBROSINI et al.,
2018; COMIM et al., 2018).

A exsudacéo radicular de compostos organicos pode alterar a disponibilidade de Cu e
contribuir na reducédo da absorcao deste elemento pelas raizes das plantas, através da alteracédo
do pH da solugdo na rizosfera (BRAVIN et al., 2009) ou da complexagdo do Cu com
compostos organicos (BRUNETTO et al., 2016). Alguns &cidos orgdnicos como o citrato,
malato e succinato, que sdo encontrados em raizes de plantas de repolho (DECHASSA e
SCHENCK, 2004) e beterraba (LOPEZ-MILLAN et al., 2000), quando exsudados podem
ligar-se ao Cu devido sua alta afinidade pelo elemento (DE CONTI et al., 2016). Essa ligacéo
Cu-acidos organicos, aliada ao processo de alcalinizacdo da rizosfera, modificam a
solubilidade do Cu por meio da alteracdo da distribuicdo das suas espécies quimicas,
reduzindo o potencial toxico do metal as culturas (PEREZ-ESTEBAN et al., 2014).

As raizes desempenham papel importante na prevengdo da ocorréncia de teores
excessivos de Cu na parte aérea, especialmente nas folhas. Isso ocorre por meio do acimulo
de parte do Cu nas raizes, diminuindo a sua translocacao para a parte aérea (TIECHER et al.,
2018). As concentracdes de Cu observados nas raizes das plantas de beterraba e repolho
aumentaram com a concentracdo de Cu em solucdo. Esse aumento pode ocorrer devido a
producdo intracelular de acidos organicos, como o citrato (MURPHY et al., 1999; KELLER
et al., 2015), e fitoquelatinas que atuam no citosol. Através da quelacdo dos ions metélicos,
mecanismo de defesa mais importante em Brassicaceas (MOURATO et al., 2015), os metais
guelados sdo posteriormente sequestrados e compartimentalizados no vacuolo, evitando
efeitos prejudiciais ao metabolismo das células (JAN; PARRAY, 2016; TIECHER et al.,
2018).

As raizes das plantas de beterraba cultivadas na solucdo com concentracdo de 2,52 mg
de Cu L™ apresentaram aumento do didmetro das raizes e coloracdo bronzeada (Figura 4).
Isso pode ter ocorrido devido ao excesso de Cu nos tecidos radiculares, o que pode causar
mudancas em regides distais do apice radicular, aumentado o didmetro em &reas dos cilindros
corticais e vasculares das raizes (MICHAUD et al., 2008; AMBROSINI et al., 2015). Além
disso, o aumento do didmetro das raizes pode estar relacionado a inibigdo do crescimento das
raizes por causa de disturbios na diferenciacdo da endoderme e lignificacdo prematura do
tecido cortical (AMBROSINI et al., 2015; KOVAC et al., 2018). Isto pode ainda estar
associado a presenca do Cu no citosol, sendo o excesso de Cu responsavel pela geracdo de
radicais OH" via reacOes de Fenton e Haber-Weiss (RODRIGO-MORENO et al., 2013;
GIROTTO et al., 2013). Normalmente, a geracdo das EROs, ativa o influxo de Ca*" para
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permitir o crescimento da raiz e, assim, aumentar a &rea de absorcdo de nutrientes
(LAOHAVISIT et al., 2012). No entanto, a presenca excessiva do Cu no meio de crescimento
do sistema radicular e 0 aumento da concentracdo de Cu no citosol ocasionam a producédo de
maiores quantidades de radicais OH". Isto causa o aumento da abertura de canais de efluxo de
K*, induzindo a inibicdo da elongacéo radicular e o possivel colapso celular (RODRIGO-
MORENO et al., 2013; RYAN et al., 2013; PALM et al., 2017).

Apesar das plantas disporem de mecanismos e estratégias para evitar que 0s ions
metélicos absorvidos cheguem até os tecidos da parte aérea em teores excessivos, onde 0
excesso de Cu pode provocar interferéncias nos processos fotossintéticos, aumentos nas
concentracdes de Cu foram observados na parte aérea da beterraba e do repolho. As folhas de
plantas de beterraba e repolho atingiram teores superiores a 20 mg Cu kg™ de massa seca
(MS), quando expostas a concentracGes de Cu na solucdo nutritiva superiores a 0,27 e 0,36
mg L, respectivamente. Concentracdes entre 15 a 20 mg Cu kg™ de MS nas folhas s&o
referenciados como limitantes ao crescimento de plantas sensiveis ao Cu (KABATA-
PENDIAS, 2011). Isto pode ocasionar diversos distarbios fisioldgicos nas plantas, visto que a
presenca do Cu em altos teores no tecido foliar afeta a funcéo de transporte da membrana e
dos canais i6nicos por provocar alteracbes das propriedades da membrana (JANICKA-
RUSSAK et al., 2008). Alteracbes no equilibrio nutricional de plantas expostas a altas
concentragdes de metais pesados sdo indicadas como resultados do aumento da
permeabilidade ndo especifica da membrana (CAMBROLLE et al., 2013). Isto contribui para
0 aumento da absorcdo e acimulo de Cu nos tecidos das plantas (TIECHER et al., 2018),
sendo que o excesso de Cu pode competir com outros cations de mesma valéncia, tais como
Fe e Mg, na absorcdo radicular, bem como por outros sitios de assimilacdo (XU et al., 2015).

O fator de translocacdo de Cu nas plantas (FT = concentracdo de Cu nas
folhas/concentracdo de Cu nas raizes) no tratamento sem adicdo de Cu na solucdo nutritiva
(0,0 mg Cu L), demonstram que as plantas de beterraba apresentam uma translocacio menor
que a observada nas plantas de repolho, cujos FTs foram de 0,13 e 0,52, respectivamente. Os
FTs diminuiram drasticamente quando obtidos nas concentragdes nas quais se verificou o
maior teor de Cu nas raizes das plantas de beterraba e repolho, passando a apresentar FTs
iguais a 0,04. Essas observagbes demonstram a existéncia de mecanismos limitam as
quantidades de Cu que s&o translocados para a parte aérea das plantas, principalmente para as
folhas, permitindo classificar ambas as culturas como ndo hiperacumuladoras de Cu
(RASCIO; NAVARI-1ZZO, 2011). Isso também pode ser constatado por meio das

concentragdes de Cu nos diferentes tecidos das plantas. O cultivo de plantas de beterraba na
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maior concentragdo de Cu na solugdo nutritiva resultou na seguinte tendéncia de
concentracOes de Cu nos tecidos: raizes > folhas > raiz tuberosa > peciolo, enquanto para a
cultura do repolho foi a seguinte: raizes > caule > folhas > cabeca.

O total de Cu acumulado por plantas de beterraba e repolho e nos diferentes 6rgaos foi
influenciado pela reducdo do crescimento das plantas (produgdo de massa seca) devido ao
aumento das concentracdes de Cu na solucdo e também pela limitacdo da translocacéo do Cu
das raizes para os demais tecidos. Nas plantas de beterraba, o0 maior acimulo de Cu na planta
(total) foi observado na concentracéo de 1,5 mg Cu L?, com 3,15 mg planta™, sendo a raiz
tuberosa responsavel por 42,5%; raizes por 36,3% e folhas por 16,5% do Cu acumulado. Nas
raizes tuberosas o maior acimulo esta diretamente relacionado a maior producdo de biomassa
(Figura 2 b), enquanto nas raizes isso pode ter ocorrido devido as maiores concentracfes de
Cu nesse tecido. Nas plantas de repolho o maior acumulo total é observado na maior
concentracéo de Cu (2,52 mg Cu L™), o que indica a maior tolerancia do repolho ao aumento
das concentragdes de Cu em solucdo. As raizes do repolho representam 60% do Cu
acumulado nas plantas, o que pode ser uma estratégia das plantas para limitar a translocagéo
de Cu para as folhas da planta. Apesar do aumento dos teores de Cu nas folhas da cabeca do
repolho de acordo com o aumento de Cu em solucdo, o Cu acumulado nesse 6rgdo nao
apresentou diferenca estatistica, 0 que pode ser atribuido a diminui¢do do crescimento deste
6rgdo, avaliado através da MSCabega.

A partir das tendéncias de acimulo e considerando as reducdes da producdo de
biomassa de raizes tuberosas e cabecas de repolho, bem como os teores Cu presentes nesses
tecidos, é possivel estimar a média didria de ingestdo de Cu, por meio de seu consumo.
Portanto, considerando um consumo diario de 50 gramas, que se aproxima da ingestdo per
capita brasileira (IBGE, 2008), de cada uma das hortalicas isoladamente, e comparando a
ingestdo diaria de Cu recomendada (IDR) para adultos, que é de 0,9 mg no Brasil (BRASIL,
2005) e nos EUA ( FDA, 2016), verifica-se que as raizes tuberosas de beterraba, oriundas da
concentracdo de 1,5 mg Cu L™de solucéo nutritiva, representaréo a ingestio de 23% da IDR,
enquanto o consumo de cabecas de repolho de plantas cultivadas na concentragdo 2,52 mg Cu
L™ representara cerca de 16,5 % da IDR. Porém, estes valores podem ser facilmente
aumentados por consumidores mais adeptos a dietas que incluem essas hortalicas em maiores
poporgdes, podendo representar risco a sua saude, pois prossivelmente ocorrera uma
extrapolacdo da IDR do elemento, pois 0 mesmo pode estar presente em outros alimentos

pertencentes a dieta.



107

As concentragdes criticas de toxidez de Cu na solugdo nutritiva (CCT) e a CTys
foram 54,9 e 50% maiores para a parte aérea do repolho em relacdo as observadas na
beterraba, respectivamente. A CTso ndo foi atingida nas raizes tuberosas na beterraba,
enquanto a mesma nao foi atingida para nenhum tecido em plantas de repolho. Isto ocorreu
pelo fato das possiveis concentragfes criticas superarem as concentracfes de Cu testadas,
indicando que essa cultura tolera maiores concentragdes de Cu em relacdo a beterraba. Isso
esta relacionado aos mecanismos de aliviacdo dos danos resultantes do excesso de Cu no meio
de cultivo das plantas, dentre os quais se pode destacar a complexacdo/quelacao e a posterior
compartimentalizacdo no vacuolo das células (MOURATO et al., 2015), bem como através da
acdo de enzimas antioxidantes (KARIMI et al., 2012; MIOTTO et al., 2014).

A atividade da enzima peroxidade (POD) demonstrou-se aumentada nas folhas das
plantas de beterraba (Tabela 1), enquanto a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)
aumentou nas folhas das plantas de repolho (Tabela 2), com o0 aumento da concentracéo de Cu
na solucédo nutritiva. Isso pode ser atribuido ao aumento na producdo de EROs via reacdes de
Haber-weiss, catalizadas pelos elevados teores de Cu no tecido das folhas (KARIMI et al.,
2012; MIOTTO et al., 2014; TIECHER et al., 2018). Em resposta a producdo excessiva de
EROS, alguns genes de defesa podem ter induzido a expressdo e aumento da atividade das
enzimas POD nas folhas da beterraba e SOD nas folhas do repolho, resposta essa que pode
diferir entre as espécies de plantas, bem como entre tecidos na mesma planta (PASSARDI et
al., 2005; ISERI et al., 2011). Isso indica o potencial de aliviacdo dos danos oxidativos por
parte destas enzimas, sendo a SOD atuante na conversdo do radical superéxido (O, 7) em
H.O, (GILL; TUTEJA, 2010; YOU; SHAN, 2015), a qual ¢é frequentemente correlacionada
com o aumento da tolerancia da planta (SHARMA et al., 2012). Ja& a enzima POD pode
converter diretamente H,O, em H,0 e O; e, assim, desempenha uma funcdo importante nas
respostas a estresses abioticos e bidticos (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011; YU et al.,
2017), desempenhando um papel importante na supressdo de danos celulares (WU et al.,
2014), contribuindo para a ndo ocorréncia de necroses no tecido foliar, mesmo na presenca de
altos teores de Cu.

Os resultados dessa pesquisa indicam que em cultivos de repolho e beterraba
realizados em solos com elevados teores de Cu, o crescimento das plantas depende das
quantidades desse elemento liberadas na solugdo do solo. A partir da concentragdo do
elemento na solucdo do solo, poder-se-a inferir através da CCT determinada o potencial de

toxidez para ambas as espécies.
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5 CONCLUSAO

As plantas de beterraba e repolho apresentaram mecanismos para acumular Cu nas
raizes e translocar quantidades reduzidas deste elemento para os demais 6rgédos da parte aérea.
No entanto, a concentracdo de Cu nas folhas, peciolos e raizes tuberosas das plantas de
beterraba e folhas, cabeca e caule das plantas de repolho aumentaram com as concentracfes
de Cu na solucdo, atingindo niveis considerados fitotoxicos, 0 que contribuiu para a reducéo
do crescimento das plantas de beterraba e repolho. Apesar das concentracdes de Cu nas folhas
serem consideradas toxicas, ndo ocorreram alteracbes nas concentracBes de pigmentos
fotossintéticos, o que pode estar relacionado a presenca de mecanismos inativadores de Cu a
nivel celular e a acdo das enzimas antioxidantes nas folhas das plantas, evitando o avan¢o dos
efeitos deletérios sobre os demais parametros avaliados.

A raiz tuberosa da beterraba apresentou maior acimulo de Cu, enquanto o acimulo
de Cu na cabeca de repolho demostrou nédo ser influenciado pela concentracdo de Cu na
solugdo. Assim, o consumo in natura de raizes tuberosas de beterraba e do tecido da cabeca de
repolho pode oferecer risco potencial a saude de seus consumidores, dependendo da sua

concentracdo nos tecidos e, principalmente, pela quantidade incluida na dieta diaria.
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Figura 1 - Dados de temperatura média do ar (a) e a umidade relativa do ar (b) do ambiente de
cultivo obtidas por meio de dois registradores eletronicos (NOVUS, LogBox-RHT-LCD,
Brasil), instalados sobre as plantas.
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Tabela 1 - Pardmetros morfologicos de crescimento, pigmentos fotossintéticos, teores de Cu
acumulado e pardmetros bioquimicos em plantas de beterraba, da cultivar “Katrina”, cultivada

em diferentes concentracdes de Cu na solucdo nutritiva.

Parametros avaliados Significancia Equacdo ajustada/média R?  CV (%)
Parametros m_orfolégicos de

crescimento
MFPA * ¥ = 628,40 - 20,125x - 46,839x*> 0,95 18,26
MFRT * ¥ =400,53 - 9,870x - 29,133x° 0,98 20,60
MSPA * ¥ =19,995 - 0,870x - 1,460x° 0,83 26,27
MSFolhas * ¥ =12,250 + 0,130x - 1,137x2 0,77 25,21
MSPeciolos * 9 =7,671-0,674x - 0,467x° 092 31,11
MSRT * ¥ =30,402 + 0,436X - 1,799x 0,99 11,01
MSRaizes * ¥ =1,607- 0,079x - 0,144x* 0,88 23,09

Teor de Cu
Folhas ** § = 7,17+ 49,99x -12,06x> 0,98 3,87
Peciolos *x ¥ =10,02 + 15,60x - 2,75x* 0,97 8,66
Raizes tuberosas i §=12,10 + 44,42x - 12,82x* 0,99 354
Raizes i ¥ =52,31 +1.095,51x - 228,55x* 0,91 12,23

Cu acumulado
Folhas ok $=0,13 + 0,53x - 0,18%* 0,97 2451
Peciolos ns 0,123 34,82
Raizes tuberosas ** $=0,38 + 1,33x - 0,46x? 0,97 11,06
Raizes ok §=0,01 + 1,46x - 0,47% 0,93 27,88
Total ok $=0,60 +3,41x - 1,14x 0,98 1556
Pigmentos fotossintéticos
Clorofila a ns 0,836 23,10
Colorofila b ns 0,459 25,86
Carotendides ns 0,267 23,45
Clorofila total ns 1,295 23,94
Clorofila a/Clorofila b ns 1,821 5,65
Carotendides/Clorofila total ns 0,206 3,45
Parémetros bioquimicos

Thars ns 1,045 27,83
SOD ns 11,367 39,77
POD i § = 0,21+ 0,24x + 0,003x* 091 29,69
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(continua)

H,0, ns 0,846 21,73

Significancia do Teste F: ns=ndo significativo; * =significativo a 5%; ** =significativo a 1%.
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Figura 2 - Massa fresca de parte aérea (MFPA) e raizes tuberosas (MFRT) (a), massa seca de
raizes tuberosas (MSRT), parte aérea (MSPA) e folhas (MSFolhas) (b), massa seca de
peciolos (MSPeciolos) e de raizes (MSRaizes) (c), teores de Cu nos diferentes tecidos (d, e) e
Cu total e acumulado nos diferentes 6rgdos (f) de plantas de beterraba, cultivar “Katrina”,
cultivadas em diferentes concentragdes de Cu na solucdo nutritiva. Barras verticais
representam erro padréo.
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Tabela 2 - Parametros morfoldgicos de crescimento, pigmentos fotossintéticos, teores de Cu
acumulado e parametros bioguimicos em plantas de repolho, da cultivar “Fuyutoyo”,

cultivada em diferentes concentragdes de Cu na solugéo nutritiva.

Pardmetros avaliados Significancia Equacdo ajustada/média R CV (%)
Parametros mprfolégicos de

crescimento
MFPA e ¥ =2.558,94 - 73,02x - 95,07x 0,98 13,52
MFCA e ¥ =1.141,97 - 192,34x - 9,22x° 0,88 12,16
MSPA *x ¥ =197,47 - 11,48x - 2,03% 0,90 7,32
MSFolhas ok §=117,77 - 13,69x +1,80%° 092 946
MSCA e ¥ =62,58 +1,47x - 3,40%% 0,83 11,99
MSCaule ns 11,30 8,60
MSRaizes ns 17,04 14,25

Teor de Cu
Folhas ** §=13,80 + 17,69x - 1,92x* 0,97 6,99
Cabeca e ¥ =23,91+ 3,02x + 1,69%° 0,96 5,97
Caule e ¥ =10,20 + 60,22x - 17,15x% 0,96 9,50
Raizes *k §=26,48 +482,07x - 38,70x* 097 817

Cu acumulado
Folhas *x ¥=1,69 + 1,61x - 0,21x% 0,97 12,27
Cabeca ns 1,747 13,33
Caule ke 9=0,16 + 1,10x - 0,32x? 098 14,18
Raizes ke §=0,17 + 5,90x - 0,67x° 096 2337
Total *x ¥ =352 +8,87x - 1,24x° 0,97 14,97
Pigmentos fotossintéticos
Clorofila a ns 0,779 16,25
Colorofilab ns 0,463 17,26
Carotendides ns 0,254 21,22
Clorofila total ns 1,242 14,37
Clorofila a/Clorofila b * s.a(0,193) 6,10
Carotendides/Clorofila total * ¥ =0,21-0,03x + 0,01x* 0,84 3,45
Parametros bioquimicos

Thars ns 0,836 28,86
SOD ok ¥=6,97 - 0,83x +1,71x° 0,66 15,58
POD ns 4,828 36,13



120

(continua)

H,0; ns 0,394 12,99

Significancia do Teste F: ns=ndo significativo; * =significativo a 5%; ** =significativo a 1%.; s. a= sem ajuste

matématico até 2° grau.
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Figura 3 - Massa fresca de parte aérea (MFPA) e de cabeca (MFCA) (a), massa seca de parte
aerea (MSPA) e folhas (MSFolhas) (b), massa seca de cabeca (MSCabeca), caule (MSCaule)
e de raizes (MSRaizes) (c), teores de Cu nos diferentes 6rgaos (d, e) e Cu total e acumulado
nos diferentes orgédos (f) em plantas de repolho, cultivar “Fuyutoyo”, cultivado em diferentes
concentragdes de Cu na solucéo nutritiva. Barras verticais representam erro padréo.
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Tabela 3 - Concentracbes criticas de toxidez de Cu para plantas de beterraba cultivar
“Katrina”, e para plantas de repolho cultivar “Fuyutoyo”, cultivados em diferentes

concentragdes de Cu na solugéo nutritiva.

Concentragdes Beterraba Repolho
criticas
Folhas  Peciolos Raizes tuberosas Raizes Pgrte Folhas Cabeca Pgrte
aérea aérea
Cu(mg L™

ccT? 1,10 0,76 1,43 0,82 0,91 1,0 1,59 141

CTs 1,70 1,43 2,18 1,42 1,58 n.a n.a 2,37

CTs® 2,38 2,24 n.a 2,10 2,33 n.a n.a n.a

1. Concentracéo de Cu na solucdo requerida para inibir a matéria seca em 10%;
2. Concentracgdo de Cu na solugdo requerida para inibir a matéria seca em 25%.

3. Concentracdo de Cuna solucdo requerida para inibir a matéria seca em 50%.
n. a= concentracdo ndo atingida.
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Figura 4 — Raizes tuberosas e raizes de plantas de beterraba cultivadas em solucdo nutritiva
com concentracdes de 0,52 (a) e 2,52 mg Cu L™ (b).




3 DISCUSSAO GERAL

Os teores de Cu presentes nos solos explorados pela agricultura sdo originarios do teor
natural acrescido de toda e qualquer adicdo do elemento de forma intencional ou ndo. Os
aumentos nos teores de Cu no solo verificados em éareas cultivadas com hortaligas e as
alteracOes dos teores de Cu na solucéo do solo, na fracdo disponivel e Cu total, tanto em areas
de CA, como de CP, séo resultantes dos tratos culturais e manejos aplicados nas plantas e no
solo. AdicGes intencionais podem ser consideradas aquelas realizadas para contornar
deficiéncias nutricionais de Cu observadas em plantas ou para sua prevencdo, quando
apontadas por andlises quimicas do solo ou ainda para reposi¢do dos teores absorvidos pelas
plantas e exportados para fora do ambiente de cultivo (area de solo). Entretanto, adi¢des nao
intencionais sdo aquelas realizadas além do atendimento dos objetivos supracitados, sendo
possivelmente as responsaveis pelos maiores incrementos de Cu observados nas areas
cultivadas com hortalicas do presente trabalho. Essa constatacdo foi possivel a partir das
respostas dos proprietarios das 25 propriedades amostradas para o diagnostico dos teores de
Cu (ANEXO A).

Na maioria das 25 propriedades amostradas, as adubagdes sdo realizadas sem o
conhecimento dos teores de nutrientes existentes no solo ou ainda desconsiderando 0s
resultados obtidos pelas andlises de solo, quando realizadas. Geralmente, as analises
realizadas tém como principal objetivo a determinacdo dos macronutrientes (N, P, K, Ca e
Mg), estando, portanto, os micronutrientes, como o Cu, ndo inclusos no roll de elementos
analisados. No entanto, os resultados das andlises realizadas nas amostras referentes ao
ambiente cultivo protegido (CP) (Tabela suplementar 2, Estudo 1), permitiram a interpretacédo
de acordo com as recomendacBes técnicas constantes no Manual de Adubacdo e Calagem
(CQFS-RS/SC, 2004), o qual foi fornecido aos produtores em contrapartida a permissao para
realizacdo das amostragens nas suas lavouras. Considerando a interpretacdo de acordo a
recomendacdo mais recente (CQFS-RS/SC (2016), conforme resumida no ANEXO B, o
cenario é intrigante e preocupante.

O cenério apresentado pelo Anexo B demonstra que os principios preconizados pelas
recomendacdes técnicas, que consideram a probabilidade de resposta das culturas no
estabelecimento dos valores referenciais para a recomendacéo de adubacéo a partir dos teores
dos nutrientes presentes no solo, ndo estdo sendo entendidos e atendidos, uma vez que a
interpretacdo dos teores observados demonstram que na grande maioria das propriedades 0s

teores de P, K, estdo nas faixas de disponibilidade “muito alto” e teores de Ca, Mg, S, Cu, Zn
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e B estdo enquadrados na faixa “Alto”. Portanto, esses solos ndo necessitam de aplicagdes
sucessivas e frequentes, ao contrario do que foi relatado pelos produtores (Anexo A). Essas
constataces, embora representem a realidade de somente 25 propriedades produtoras de
hortalicas, merecem algumas reflexdes com relagdo a sustentabilidade da producdo de
hortalicas, de uma forma geral. Essas constatacfes sdo intrigantes por essa realidade ser
observada também em propriedades que realizam coletas de amostras de solos para anélises
em média a cada trés anos e dois meses. Isso nos faz refletir: Quem esta errando? Séo 0s
produtores? E a assisténcia técnica?

O cenario ¢é preocupante, pelo fato de que possivelmente os solos destas propriedades
possam estar contribuindo para a contaminacdo/poluicdo dos recursos hidricos adjacentes,
conforme ja observado (FEPAM, 2013), os quais, quando ainda dentro da propriedade
geralmente sdo manaciais usados na irrigacdo das hortalicas. S8o, portanto, fonte de re-
introducdo dos elementos nessas areas e também sobre as plantas. Quando o curso dessas
aguas for para além dos limites da propriedade (corregos, riachos ou rios), também podera
introduzir estes elementos na cadeia trofica, via captacdo de agua para consumo humano rural
e urbano.

Os teores de Cu observados no solo das propriedades amostradas possivelmente estdo
sendo introduzidos principalmente de forma n&o intencional como elemento secundario de
fertilizantes solidos industrializados aplicados diretamente ao solo ou como formulacdes
liquidas sobre as plantas (foliares), em moléculas de principios ativos de agrotoxicos
aplicados sobre as plantas, especialmente os fungicidas cupricos (ex: i. a. oxicloreto de cobre,
sulfato de cobre) e em residuos organicos oriundos de animais (estercos suino, bovino e
frangos) ou residuos agroindustriais. Portanto, a introducdo ndao ocorre exclusivamente pelo
emprego de fertilizantes quimicos formulados e agrotdxicos. Uma constatacdo surpreendente
foi observar teores com disponibilidade “Alta” de Cu, extraido por Melhlich-1 também na
propriedade com producéo certificada como organica (propriedade 4R4, Anexo 1), na qual as
principais fontes cupricas sdo 0s compostos organicos, calda bordalesa e produtos a base de
sulfato de cobre e oxicloreto de Cu (informag6es da proprietaria), ambos autorizados para uso
na agricultura organica (Instrucdo Normativa N° 46/2011 e IN N° 17/2014). Portanto, a partir
dessa constatacdo, € possivel afirmar que ndo sdo apenas fertilizantes inorgéanicos e
agrotoxicos 0s responsaveis pela introducdo de metais pesados no solo, conforme tambem ja
observado por Sampaio et al. (2008), os quais encontraram altos teores de Pb e Ni na raiz
tuberosa da beterraba cultivadas em solos que receberam matéria organica proveniente da

compostagem. Gongalves Jr. et al. (2015) também relataram que os teores mais elevados de
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Cu foram observados em plantas (Artemisia dracunculus L.) cultivadas com fertilizante
organico na dose recomendada, em comparacao a adubos minerais. Diante disso, € necessario
conhecer a composicdo/origem dos materiais organicos empregados também na producdo
organica de hortalicas.

O aumento nos teores de Cu em formas mais l&beis, observado nas quatro
propriedades avaliadas no artigo 1, favorece a biodisponibilidade do metal, podendo ocasionar
danos as plantas e microrganismos do solo, bem como aumentar o risco de contaminacgéo
ambiental. No entanto, possivelmente este cenario ndo se restrinja somente a essas quatro
propriedades que apresentarem o0s maiores teores de Cu extraidos por Mehlich-1 (critério
usado na definicdo das propriedades para estudo mais criterioso). Outras propriedades, a
exemplo de 1R3, 4R4 e 5R2, por estarem em outras regides geomorfoldgicas, regides 3, 4 e 2,
respectivamente, possivelmente apresentam diferencas originadas a partir dos diferentes
materiais de origem (Ex: teor de argila), os quais podem afetar e determinar uma maior
labilidade de Cu, conforme indicam os préprios VRQs constantes na portaria da N° 85/2014
da Fepam, para os quais s&o considerados os teores totais de 13, 11 e 9 mg de Cu kg™ de solo,
respectivamente (FEPAM, 2014), muito inferiores ao estipulado para a regido 1, que é de 203
mg Cu Kg™ de solo. Dessa forma, os teores totais poderiam ultrapassar os VRQs, o que
incluiria mais propriedades no cenério apresentado e discutido no Estudo 1.

O solo do ambiente CP da propriedade 23R1 destacou-se por apresentar teor total de
Cu considerado potencialmente contaminante, por ter superado o VRQ e constantes na
Resolucdo 420 do CONAMA (2009) e na Portaria N° 85/2014 da FEPAM. Porém, vale
ressaltar que esse teor foi atribuido a uma origem anterior ao cultivo de hortaligas ou seja, ao
uso de calda bordalesa em videiras. Portanto, os teores observados merecem atencdo e
monitoramento assim como a adogao de medidas para reducdo ou estabilizacdo do seu teor. A
avaliacdo de hortalicas cultivadas nos ambientes e teores observados em 23R1, traria uma real
dimensdo dos efeitos sobre o crescimento das diferentes espécies de hortalicas expostas a tais
concentracdes e também possibilitariam a estimativa dos teores de Cu presentes nos tecidos.
Porém, os teores totais de Cu observados no solo dessa propriedade assim como nos demais
solos podem n&o ter relagdo com o Cu biodisponivel e o absorvido pelas plantas, devido as
diversas variaveis (pH, MOS; CTC, teor de argila, presenca de o0xidos de Fe e Al), inerentes
ao solo que atuam e contribuem na regulacdo da biodisponibilizacdo do Cu as plantas. A
avaliacdo dos efeitos de cada variavel sobre a biodisponibilidade de Cu é dificil, sendo
impossivel de isolar cada uma para determinar sua contribuicdo, pois a biodisponibilidade do

elemento no solo é resultante de interacBes dinamicas.
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Diante disso, para a determinacdo dos possiveis efeitos das concentragcoes
biodisponiveis de Cu sobre plantas, dispositivos experimentais que permitem um maior
controle e isolamento de interferéncias foram usados nos cultivos de beterraba e repolho,
conforme apresentado nos Estudos 2 e 3. No entanto, apesar de conhecer e quantificar os
efeitos das concentragBes de Cu disponiveis sobre o crescimento das plantas e sobre alguns
parametros morfologicos, fisioldgicos e bioquimicos, estes resultados séo dificeis de aplicar
num cenario de Cu no solo, por ndo haver interferéncias como as atuantes sobre a
disponibilidade de Cu no solo. Mas, a atuacdo do Cu sobre o crescimento observado nos
experimentos apresentados nos Estudos 2 e 3, permite fazer algumas observagdes; i) a cultura
da beterraba é mais sensivel a exposicdo de Cu por apresentar maiores efeitos negativos no
crescimento, enquanto nas plantas de repolho foi observada reducdo apenas na massa fresca
de cabeca, 0 que indica a presenca de mecanismos de tolerancia as elevadas concentracfes de
Cu nas plantas de repolho em relacdo as de beterraba; ii) é possivel observar diferencas entre
os efeitos das mesmas concentracdes de Cu (0,52 e 1,02 mg Cu L™) sobre as plantas (Anexo
C), especialmente na beterraba em funcdo da época em que os experimentos foram
conduzidos, podendo as diferencas ser atribuidas a alteracdes fisioldgicas decorrentes das
diferencas nas varidveis luminosidade, temperatura e umidade do ar avaliados sobre o dossel
das duas culturas, podendo portanto, ocorrer também em cultivos no solo.

A partir dos teores de Cu na solu¢do do solo (Cu-CaCl,) observados nos ambientes CA
e CP (Tabela 3, Estudo 1) é possivel discutir um cenario que possa ocorrer no solo das
propriedades analisadas. VariacGes na umidade do solo podem alterar a biodisponibilidade de
Cu, isso devido a sua influencia nas reacdes redox, que sdo maiores sob maior umidade no
solo, resultando numa menor solubilidade do Cu e também por alterar o deslocamento do ion
metalico, seja por fluxo de massa ou difusdo. Diante disso, possivelmente as concentracdes do
elemento na solucdo do solo e junto a rizosfera poderdo ser aumentadas em funcdo da reducéo
do potencial total de 4gua do solo originado pela evapotranspiracdo das plantas em lavouras
que ndo empregam a irrigacdo e também em funcéo do turno de rega em propriedades com
irrigacdo. Quando ocorre a absor¢do do Cu pelas raizes das plantas, a concentracdo na solugdo
rizosférica do solo é diminuida e a concentracdo ndo rizosférica do elemento na solugédo do
solo atuara para o restabelecer o equilibrio entre essas concentragdes. Porém, quando o teor de
Cu na solucdo for elevado ou excessivo e ocorrerem reducdes disponibilidade de agua do
solo, sua concentracdo na rizosfera poderd ser ainda mais aumentada. O Cu é pouco
demandado pela maioria das culturas sob condi¢fes normais.No entanto, nas condi¢des de

elevada concentragdo rizosférica e de alta demanda evapotranspiratéria (altas temperaturas e
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baixa umidade do ar), a absorcdo e o transporte no interior da planta poderdo ser aumentados
pelo fluxo da &gua e atingir niveis tdxicos. Essa é uma das hipdtesespara explicar as
diferencas no crescimento de beterraba e repolho, mas principalmente na beterraba,
verificadas nas mesmas concentragdes de Cu na solucdo nutritiva (Anexo C) em distintas
épocas das avaliagdes, conforme observado com relagdo a temperatura e umidade do ambiente
de cultivo (Figura 1 - Estudo 2; Figura 1 - Estudo 3).

As plantas de beterraba e repolho, mesmo apresentando reducGes em todos os
parametros de crescimento, especialmente no experimento com as maiores concentracoes de
Cu (Estudo 3) ndo manifestaram alteracdes significativas nos parametros fisiologicos,
fotossintétivos e relativos a atividade enzimética avaliada. Nos resultados apresentados nos
estudos 2 e 3, apesar dos teores de Cu nas folhas das plantas de beterraba atingirem niveis
considerados fitotoxicos, ndo foram observados efeitos expressivos sobre 0s parametros
fisioldgicos e bioquimicos. Contudo, nas plantas de repolho foram observadas alteracfes nas
concentracbes de clorofila b, H,O, e niveis de TBARs (Estudo 2) e relacdo
carotenoides/clorofila total e SOD (Estudo 3). Apesar das variaveis taxa fotossintética,
condutancia estomatica, concentracdo interna de CO,, taxa transpiratoria, eficiéncia do uso da
agua e eficiéncia instantanea de carboxilacdo pela rubisco ndo diferirem significativamente
entre as concentracdes de Cu na solucdo nutritiva testadas (Estudo 2) para a beterraba e
repolho, estas foram avaliadas somente em uma data (06/05/2015, Tmin 7,1°C; Tmax 24,7°C;
URmin 39,6% e URmax 94,5%) ao longo do cultivo. Portanto, podem ndo representar o
observado visualmente nas plantas de beterraba nos momentos diurnos de temperatura mais
elevada e baixa UR (Figura 1- Estudo 2) dos dias préoximos a colheita. Nestes momentos,
observaram-se reducfes na turgidez das plantas expostas as maiores concentracfes de Cu
testadas. 1sso permite sugerir que, possivelmente, tenha ocorrido uma interacdo negativa da
planta exposta ao Cu e as variaveis meteoroldgicas do periodo experimental, caracterizado
pela grande amplitude térmica diaria, ocasionando o surgimento de alguma limitacdo na
absorcéo e suprimento de algum(ns) nutriente(s), possivelmente induzido pelo acimulo de Cu
nas raizes e sua maior concentracdo junto a rizosfera. Essa interacdo poderia explicar a
reducdo dos pardmetros morfolégicos de crescimento, sem alteragdes significativas nos
parametros fotossintéticos e na atividade enzimatica.

As plantas expostas a elevadas concentracfes de Cu junto ao sistema radicular
podem empregar diversos mecanismos para evitar ou controlar o excesso desse elemento no
seu interior. Isso pode ocorrer por meio da reducdo de sua absorgdo, sintese e liberacdo de

acidos organicos e exsudatos para complexagdo de excesso de Cu no entorno das raizes e a
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imobilizacdo de excesso de Cu nas raizes, compartimentalizagdo de parte das quantidades
absorvidas no vacutolo de forma a inativa-las temporariamente, formando quelatos de Cu com
fitoquelatinas e metalotioneinas, (CLEMENS, 2006; YRUELA, 2009; MIRANSARI, 2011;
MOURATO, 2015). A maior “imobilizagdo” de Cu nas raizes é uma possivel explicacdo para
0s maiores contetidos de Cu observados nas raizes da beterraba e do repolho. No entanto,
devido a alta afinidade do Cu aos sitios de troca e espacos livres das raizes, esse elemento
pode deslocar outros nutrientes essenciais, como, por exemplo, o Fe de centros responsaveis
por reacdes fisiologicas de grande relevancia, induzindo a deficiéncias (CHATTERJEE;
CHATTERJEE, 2000; MANTOVANI, 2009), o que possivelmente também possa ter
ocorrido no presente trabalho (dados ndo apresentados).

Os maiores efeitos negativos do Cu sobre o crescimento das plantas de beterraba,
comparados as plantas de repolho, sugerem a presenca de mecanismos de tolerancia as
elevadas concentracdes de Cu nas plantas de repolho em relagdo as de beterraba. No entanto,
a presenca de mecanismos restritivos a translocacdo do Cu em altas concentra¢@es nos tecidos
das raizes para os demais tecidos da parte aérea foram observadas em ambas as espécies. Na
hipbtese da existéncia desses mecanismos, os teores de Cu presentes nos diferentes tecidos da
parte aérea de ambas as culturas e nas raizes tuberosas da beterraba aumentaram com as
concentragdes de Cu na solucdo nutritiva, atingindo niveis considerados fitotoxicos,
aumentando também os riscos relacionados a utilizacdo destas partes (6rgdos) na alimentagéo
humana. Portanto, possivelmente no solo, apesar de varios mecanismos que intereferem na
biodisponibilidade de Cu, essas espécies apresentem comportamento similar frente a elevados
teores de Cu biodisponiveis, podendo, portanto absorver, translocar e acumular teores acima
do necessario para suprir a demanda metabdlica. Dessa forma aumentariam os riscos a
ingestdo excessiva desse metal pesado por humanos quando contabilizadas as diferentes
quantidades ingeridas destas hortalicas, acrescidas das outras vias de exposi¢cdo ao elemento,
como a utilizacdo de agrotdxicos cupricos nas plantas ou ainda contato dérmico.

As diferencgas observadas entre as duas hortalicas estudadas, chama a atengdo das
possiveis diferencas existentes no universo das espécies de hortalicas exploradas
comercialmente no Brasil. Para a grande maioria destas culturas sdo escassos ou inexistentes
os resultados relacionados ao potencial de absor¢do e acumulo de Cu e demais metais
pesados, especialmente em cultivos no solo e também em cultivos intensivos que empregam
solucdes nutritivas, aplicagdes rotineiras de fertilizantes foliares e agrotoxicos. 1sso demonstra

a necessidade de mais pesquisas sobre o tema, devido o consumo de hortalicas ser
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considerado a via com maior potencial de introducdo de metais pesadas na cadeia tréfica
humana.

A inseguranca do consumidor quanto ao consumo de hortalicas contaminadas por
agrotoxicos aumentou a pressao relacionada ao uso desses produtos, o que tem criado um
cenario curioso, no qual se faz uso dos produtos foliares denominados de “caréncia zero” e,
dentre eles, estdo produtos formulados a base de Cu, Fe, Zn, etc., considerados metais
pesados. Portanto, devido a busca do mercado consumidor por produtos livres de
contaminantes, considerados erroneamente como sendo apenas 0s agrotdxicos, um novo nicho
de exploracdo industrial se aprimorou e introduziu o termo “produtos caréncia zero” e desta
forma, surgiu mais uma forma de exposi¢do do consumidor a metais pesados, visto que as
hortalicas podem ser consumidas apenas algumas horas ap6s a aplicacdo destes produtos.

Em estudo realizado por Zavatti e Abakerli (1999) em tomateiro irrigado, no qual o
uso dos agrotdxicos clorpirifés, captan, clorotalonil, endosulfan, A-cialotrina e cobre foi
monitorado e os residuos presentes nos frutos colhidos foram quantificados, é possivel
observar que o cobre estava presente em teores que variaram de 0,95 a 3,75 mg kg,
consideravelmente superiores as demais ingredientes ativos, que em sua maioria ndo foram
detectados. Nesse caso, a fonte de Cu foi o oxicloreto de Cu, o qual foi aplicado na fase da
maturacdo e respeitando periodo de caréncia superior ao recomendado (1 dia). Portanto,
devido a reduzida ou nula degradacdo do Cu, pode ser questionado o emprego dos produtos
denominados de “caréncia zero”,05 quais também necessitam monitoramento quanto a
presenca de Cu e demais metais pesados, que serdo adicionados ao solo e ainda poderdo estar
presentes de forma direta nas hortalicas ofertadas ao consumidor.Também o uso de produtos
cupricos (oxicloreto de cobre e sulfato de cobre) em propriedades produtoras de hortaligas
com certificacdo organica deve ser revisto, pois esses produtos sdo uma das principais
alternativas quimicas para o controle de patdgenos nesse sistema de producéo.

A avaliacdo do potencial de risco a saude do consumidor das hortligas oriundas dos
resultados constantes nos estudos 2 e 3, demonstra que quando considerados os valores de
referéncia e as condigdes experimentais, 0 consumo das raizes tuberosas da beterraba e dos
tecidos das cabegas de repolho ndo representam riscos potenciais a salde de seus
consumidores. No entanto, entre os tecidos das duas hortalicas estudadas, a raiz tuberosa da
beterraba apresentou maior acumulo de Cu, enquanto o acimulo de Cu na cabeca de repolho
demonstrou n&o ser influenciado pela concentracdo de Cu na solugdo (Estudo 2), mas com
incremento no acumulo em concentracdes maiores (Estudo 3). Desta forma, o consumo in

natura de raizes tuberosas de beterraba e do tecido da cabeca de repolho pode oferecer risco
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potencial a satde de seus consumidores, dependendo da concentracao rizosférica de Cu a qual
as plantas estado expostas. Além disso, conforme observado, varia¢fes entre as espécies e até
mesmo entre cultivares podem ocorrer. Pesquisas mais detalhadas sdo necessarias para a

definicdo dos niveis seguros de ingestio humana de Cu a partir desses alimentos.



4 CONCLUSOES

Os teores de Cu no solo em éareas cultivadas com hortalicas em diferentes regides
produtoras do estado do Rio Grande do Sul estdo sendo incrementados em decorréncia do
manejo do solo e dos tratos culturais, tanto em areas de CA, como de CP. Os teores de Cu
presentes nos diferentes tecidos da parte aérea de beterraba e repolho e nas raizes tuberosas da
beterraba aumentam com o aumento da concentracdo de Cu na solucdo nutritiva, com efeito
negativo no crescimento das plantas de beterraba e na massa fresca de cabeca. O consumo de
beterraba e de repolho pode oferecer risco potencial a salde de seus consumidores,
dependendo da concentragcdo de Cu nos tecidos e da quantidade ingerida. Sugere-se adotar
critérios de adubacdo e manejo das lavouras capazes de controlar as quantidades de Cu
fornecidas ao sistema solo-agua-planta tanto no cultivo convencional no solo, protegido e

organico.
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ANEXOS

ANEXO A - ASPECTOS GERAIS DAS 25 PROPRIEDADES AMOSTRADAS.

Area cultivada Até 2 ha Entre 2 e 4 ha Acima de 4 ha
(n° de propriedades) 15 4 6
Culturas mais
frequentes em cultivo Alface, pepino, morango, pimentdo, tomate, beringela
protegido

Culturas mais

Alface, racula, cenoura, repolho, rabanete, beterraba, brocolis, couve
frequentes em campo

flor, salsa, cebolinha, couve folha

aberto
Histérico de cultivo Até 10 anos Entre 10 e 20 anos Acima de 20 anos
(n° de propriedades) 10 9 6
Realiza analise de Nao Sim Frequéncia
solo? 15 10 3,2 anos
(n° de propriedades) ’
Apllggrl?bgnuno Nao Sim 1To_dos fazem uso de
(quimico/organico)? 5 20 mistura de adubos
Usam fertilizantes Nao Sim
foliares? 3 29 Semanalmente
(n° de propriedades)
Utiliza fertirrigagdo? Né&o Sim Semanalmente
(n° de propriedades) 8 17
Utiliza agrotdxicos? Né&o Sim Semanalmente
(n° de propriedades) 1° 24

Inseticidas Fungicidas Herbicidas
Ridomil, Amistar
Top, Cabrio Top,
Rovral, Cuprozeb,
Ampligo, Karate, Score, Sumilex, Glifosato
Decis, Abamex, Cercobin, Manzate;
Folicur 200 EC;
Fungitol Verde ;
Recop
*Mistura de adubos quimicos e organicos (estercos e compostos agroindustriais); “Propriedade com Certificagio

organica por auditoria.

Agrotdxicos mais
aplicados
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ANEXO B - Numero de amostras coletadas no ambiente cultivo protegido (C.P) e o
enquadramento nas classes especificas de cada varidvel de acordo com a CBCS-NRS, 2016.

25 -
20 -
g
Z 15 -
§ B Muito baixo * M
3 1 Baixo ** "
s B Mcdio ** b
£ 101 B Alto ** :
z Muito alto ***
5 _
O - ) I

CTCpHPoMO P K Ca Mg S Cu Zn B
Determinagoes

*classe existente somente para P e K. **existentes para todas as variaveis. ***existente somente para as
variaveis CTCpH7, P e K.
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ANEXO C — RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DAS EQUACOES AJUSTADAS

PARA AS DUAS CONCENTRACOES QUE

FORAM

REPETIDAS NOS

EXPERIMENTOS APRESENTADOS NOS ARTIGOS 2 E 3 (0,52 e 1,02 mg L™).

Concentragdes de Cu Artigo 2 Artigo 3
(mg L) 0,52 1,02 0,52 1,02
Beterraba
Parémetros de crescimento
MFPA 200,82 129,00 605,27 559,14
MFRT 243,86 152,88 387,52 360,15
MSFolhas 10,97 6,79 12,01 11,20
MSPeciolos 6,09 4,38 7,20 6,50
MSPA 17,11 11,21 19,15 17,59
MSRT 19,67 13,18 30,14 28,98
MSRaizes 1,58 0,76 1,53 1,38
Teor de Cu
Folhas 51,21 62,86 29,90 55,29
Peciolos 23,41 27,62 17,39 27,38
Raizes tuberosas 40,89 50,84 31,73 50,00
Raizes 539,35 645,67 560,18 1189,44
Cu acumulado
Folhas 0,48 ns 0,36 0,48
Peciolos 0,13 ns 0,12 ns
Raizes tuberosas 0,71 0,71 0,95 1,26
Raizes 0,78 0,57 0,64 1,01
Total 2,22 1,86 2,06 2,89
Repolho
Parametros de crescimento
MFPA 2405,81 ns 249526  2385,55
MFCA 1214,23  1042,39 1039,46 936,19
MSPA 166,14 ns 190,95 183,65
MSFolhas 89,09 ns 111,14 105,68
MSCA 57,01 ns 62,43 60,54
MSCaule 20,03 ns 11,3 ns
MSRaizes 11,76 ns 17,04 ns
Teores de Cu
Folhas 24,10 32,71 22,48 36,25
Cabega 23,17 25,22 25,94 32,40
Caule 21,93 24,37 36,88 62,11
Raizes 624,64 793,12 266,69 669,81
Cu acumulado
Folhas 2,18 2,77 2,47 3,11
Cabeca 1,41 1,31 1,75 ns
Caule 0,46 0,44 0,65 0,95
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(continua)
Raizes 7,30 7,72 3,06 5,49
Total 11,34 12,24 7,80 11,28

ns tratamentos sem diferenca significativa, valor médio foi apresentado.



